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RESUMEN

La industria de los licores emplea diversos procesos de estabilizacion
microbioldgica con el propdsito de interrumpir el proceso de fermentacion e incidir
en el desarrollo de la levadura (Saccharomyces cerevisiae); por lo que esta
investigacion emplea la tecnologia del ultrasonido con el objetivo de evaluar su
efecto en la estabilizacion microbiolégica de chicha de jora. Para el presente
estudio se elabor6 chicha de jora fermentado con levadura (Saccharomyces
cerevisiae) tipo alé, los cuales fueron tratados con el ultrasonido de alta intensidad
a frecuencias de 40 y 42 kHz y tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos;
se resultados de obtuvieron a partir de analisis microbiol6gicos por el método de
recuento directo en camara de Neubauer y andlisis de turbidimetria realizado bajo
un analisis espectrofotométrico. A partir de dichos resultados se construyeron
curvas de inactivacion, los cuales fueron ajustados a tres modelos matematicos:
Weibull, Geerard y Gompertz y validados a través del célculo de factor de ajuste
y exactitud (Af y Bf) respectivamente. Del mismo modo, dichos resultados fueron
evaluados a través del andlisis de varianza, con un nivel de confianza del 95 %.
Se observo que la frecuencia ultrasoénica y el tiempo de tratamiento afectan en la
inactivacion de Saccharomyces cerevisiae, el cual se manifiesta en la inactivacion
de una fraccion logaritmica de 0.70 y 0.64 UFC/mL a una frecuencia ultrasénica
de 40 y 42 kHz respectivamente. Del mismo modo, el modelo Weibull posee
mejores relaciones estadisticas R?: 0. 974 y 0.985; RMSE: 0.041 y 0.034; A::1.004
y Br: 1,001. Llegandose a la conclusion que la estabilizacion microbiolégica de la

chicha de jora es influenciada por la frecuencia ultrasénica.

Palabra clave: Ultrasonido, chicha de jora, estabilizacién microbiol6gica, modelos

matematicos.
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ABSTRAC

Liquor industry uses diverse processes of microbiological stabilization with the
purpose of interrupting the fermentation process and influence in the leaven
development (Saccharomyces cerevisiae); therefore, this investigation employs
ultrasound technology with aiming to evaluate its effect in microbiological
stabilization of “Chicha de Jora”. For this research “Chicha de Jora” was elaborated
and fermented with leaven (Saccharomyces cerevisiae) type “alé”, which were
treated with high intensity ultrasound in frequency of 40 and 42 kHz in exposition
times of 5, 10, 15, and 20 minutes. The results were obtained from the
microbiological analysis with direct recount method in Neubauer chamber and
turbidimetry analysis done under a spectrophotometric analysis. Based on these
results, we built inactivation kinetic curves, which were adjusted to three
mathematical models: Weilbull, Geerard and Gompertz. They were validated
through calculus of adjust and exactitude factor (Ar and Br) respectively. In the
same way, those results were evaluated through analysis of variance with a trust
level of 95%. It was observed that the ultrasonic frequency and treatment time
affect the inactivation of Saccharomyces cerevisiae, which shows itself in the
reduction of a logarithmic fraction of 0.71 UFC/mL in an ultrasonic frequency of 42
kHz. Likewise, the inactivation kinetic model with a better adjustment is the Weibull
model, under its parameters b: Scale factor and n: form factor, that model present
the best statistic relations R2. 0. 974 and 0. 985; RMSE: 0.041 and 0.034; Ar: 1.004
and Bg: 1,001. Getting to the conclusion that the microbiological stabilization of

“Chicha de Jora” is influenced by the ultrasonic frequency.

Key words: Ultrasound, Chicha of Jora, microbiological stabilization, mathematical

models.

Xvii



CHUMASQA

Kay gillgam gatipaynimpi taripan, upyanapaq tikrasga upyanakunata chaynataq
tukuynirag puriyninkunata, tanichiyninkunata ima maskaspa, mana fiawipa
rikusgankunata, chaymi gawarichiyta munan imaynatas sayachinman, utaq
allgachinman manafia qunchu aswan pugquchinanpaq (Saccharomyces
cerevisiae); chayraykum, kay taqwiriypi churasga kanga (tecnologia del
ultrasonido) chaynapi aypakunga huk taripayman hinaspa chuymaynin imaynas
kanga tanichisqa mana fiawipa rikusgan saramanta aqapi. Kay gawasganchik
yachay llamkaypim hapikurga ruranapaq mana sayachiy upallachiy atina
gapariyninta (ondas ultrasénicas) hatun kallpasapa rurayninta 40 hinataq 42 kHz,
chaynatag gawachikuynin utaq hufiupayninkuna kanman 5, 10, 15 hinataq 20
uchuy pacha, ruruyninman chayaspa gawachinga, ichapas imaynata gatiparga
mana fAlawipa rikusqan huk niraq llamkaypi (camara Neubauer); chaymantapas,
taqwirispa maskakurga qunchuyayninpi gawasgamanhina, chaytam huk
gawachikurga (turbimetria) nisgawan. Chay ruruyninmi rurasga karga ginqusga
wachikunawan, chaykunam matipasqa karga kimsa yachapayaykunaman
(modelos matematicos) kay tagwikkunapa (Weibull, Geerard y Gompertz). Kay
gawasganchik yachay factor de ajuste hinataq exactitud (Af y Bf) hukpagkama.
Chaynallatag, Chay maskaypa ruruyninmi gawachin 95 %. Kay qunchupa
pisiyaynin yanapakunga imayna qunchuchakunin gawasga kanga, chaymi
rikukurga. Chaynataq, llugsimurga willakuy chullanchakun aswanga imaynan
gunchu gipasganman hinallafia, ichaga gawachikunragmi imaynan yapakun 0.70
UFC/mL kay ginquyninmanhina 40 kHz hinataq 0.64 UFC/mL ginquyninkunapi ima
42 kHz. Allinta aswan gawachin Weibull chaymanhina, aswan churamun allin
matisgata mana timpurichighinalla R?: 0.974 hinatg 0.985; RMSE: 0.041 hinataq
0.034; Ar: 1.004 hinatag Br. 1.001. Chaynapi aswan allin allin yachapakuy kay

weibull nisgapa.

Pisi rimayllapi: Nisyu gqapariy,sara agamanta, mana flawipa rikusgan

tanichiy,gatipakuy yupaykuna yuyayllapi.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

La chicha de jora en una bebida fermentada oriundo del Per(, obtenida mediante
una fermentacion alcohdlica de la materia azucarada contenida en la malta de
maiz, posee un contenido alcohdlico de 9 % en volumen (Ledén, 2010). Es
consumida en el Perd y en otros paises latinoamericanos como Ecuador,
Colombia Bolivia, Chile, Nicaragua, Panamé y Venezuela (Aguirre, 2009). En el
Peru gracias al crecimiento del sector turistico y el interés gastrondmico, ha dado
lugar a la puesta en valor de la chicha de jora, licor tradicional dentro de la
gastronomia y cultura de los peruanos. Esta bebida es producida en muchas
regiones del Perud, entre ellas la regién de Apurimac y en la provincia de
Andahuaylas su produccién es a nivel artesanal, el cual arraiga problemas de

proceso.

En la fermentacion de chicha de jora, participan activamente levaduras nativas
presentes en la jora, algunas son perjudiciales ya que afectan en el tiempo de
conservacion y en las caracteristicas sensoriales; principalmente en el color, ya
gue una biomasa de microorganismos afecta en la turbidez. La inactivacion de
microorganismos resulta fundamental para los procesos de conservacién de
licores, en tanto los mecanismos de inactivacion asociados al ultrasonido
representan una opcién de uso, dicha tecnologia produce una alteracion del
equilibrio celular como consecuencia de procesos de transferencia de materia,
desde el exterior al interior celular, y viceversa (Ortufio, 2014). El uso del
ultrasonido para procesos de conservacion, ha generado un gran interés en la
industria de alimentos y bebidas, ofreciendo ventajas en términos de
productividad, rendimiento y selectividad, reduciendo el tiempo de procesamiento
y mejorando la calidad del producto final, lo que es un factor determinante para su
comercializacion (Povey, 1998), al mismo tiempo dicha tecnologia es respetuoso
con el medio ambiente, facil de aplicar y versatil. Por tal raz6n se avaluaron los
efectos de la aplicacion de frecuencia ultrasénica y tiempo en la estabilizacion
microbioldgica en chicha de jora (Anexo 1), del mismo modo se efectuaron

modelizacion matematica de la inactivacion microbioldgica.



1.1. Objetivos
Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de frecuencia ultrasonico y tiempo en la
estabilizacion microbiolégica de chicha de jora.

Objetivos especificos

- Evaluar el efecto de la aplicaciéon de frecuencia ultrasénico y tiempo en la
inactivacion de Saccharomyces cerevisiae.

- Modelizar y evaluar la cinética de inactivacibn microbiolégica de
Saccharomyces cerevisiae a 40 y 42 kHz de frecuencia ultrasoénica.

- Determinar los parametros cinéticos de inactivacion bajo los modelos
Weibull, Gompertz y Geerard en la inactivacibn de Saccharomyces

cerevisiae.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Ortuiio (2014), aplico ultrasonido de potencia para la mejora de procesos de
inactivacion con fluidos supercriticos, logré la inactivaciéon bajo las pruebas
acondicionadas a 31 °C, 36 °C y 41 ° C en una constante presion de 225 bar. La
viabilidad de las levaduras comenz6 a decaer rapidamente después de 1 min.
Después de 0.5 min de tratamiento, hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre
la cinética de inactivacién a las 100 y 350 bar, y después de 1y 1.5 min entre 100
bar y las otras tres presiones. Después de 2 min de tratamiento, la inactivacion
total (7 ciclos logaritmicos). Asi mismo, la cinética de inactivacién de E. coliy S.
cerevisiae estuvieron satisfactoriamente adaptada para el modelo Weibull y para
la funcion Gompertz, lo cual fue adaptado para incluir la etapa de crecimiento a
uno de los parametros modelo. La distribucion Weibull fue util para describir la

cinética de inactivacion de Saccharomyces cerevisiae.

Avila (2013), estudi6 la supervivencia de Escherichia coli, Staphylococcus aureus
y Bacillus cereus en una sopa instantanea, utiliz6 modelos basados en distribucion
de Weibul. Los diferentes tiempos de incubacion fueron representadas en curvas
de crecimiento y muerte, los cuales se ajustaron a la distribucién de Weibull. Las
principales ventajas del modelo basado en la distribucién de Weibull es la sencillez
y su capacidad de modelar curvas de supervivencia; por lo que su aplicacién
puede ser de gran utilidad para el manejo y la prevencién de enfermedades
transmitidas por alimentos ya que permite determinar la velocidad de muerte de

los microorganismos patdgenos.

Mejia (2012), determiné la cinética de inactivacion en tratamientos ultrasonicos de
alta intensidad de tres microorganismos diferentes (Listeria monocytogenes,
Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae). Los resultados obtenidos sugieren
gue la efectividad de los tratamientos se encuentra relacionados con el tipo de
pared celular de los microorganismos tratados, ya que cada uno de los
microorganismos evaluados presentaron respuestas diferentes al tratamiento
ultrasonico. Del mismo modo, se evidencio que a alta frecuencia de 24 kHz y
amplitud de 120 um, fueron efectivos para reducir la concentracion celular, siendo

la levadura (Saccharomyces cerevisiae) la mas sensible. Adicionalmente se



evidencio que después de 8,0 minutos de tratamiento la efectividad del ultrasonido

fue significativamente mayor.

Valbuena (2005), aplicé un modelo cinético al crecimiento de Lactococcus lactis
subsp. lactis en leche; del mismo se calcularon los principales parametros que
describen el crecimiento microbiano (tiempo de adaptacion, tasa maxima de
crecimiento exponencial y tiempo de generacion) a nivel del modelo primario. Los
modelos aplicados para describir las curvas de crecimiento del Lactococcus lactis.
fueron muy precisos para describir las etapas del crecimiento bacteriano
estudiadas, es decir, el modelo primario utilizando la ecuacién de Gompertz

permite la prediccion del crecimiento en cada una de las temperaturas ensayadas.

2.2. Chicha de jora

2.2.1. Generalidades

La jora o0 malta de maiz es el resultado de la germinacion de maiz; es rica en
proteinas, minerales y azucares complejos. El contenido de proteinas puede
oscilar entre 8 y 11% del peso del grano, constituida principalmente por albiminas
y globulina la mayor parte, y prolamina o zeinas (esta fraccion representa entre 50
y 60% del total de proteinas del endospermo, por lo que se considera las proteinas
de reservas mas importantes se encuentran en el endospermo). En las regiones
andinas se suele utilizar en chicha de jora es una bebida con una baja graduacién
alcoholica obtenida por medio de una fermentacién alcohdlica de la materia

azucarada contenida en el mosto del maiz germinado (Manrique, 1987).

Segun las normas ecuatorianas la chicha de jora se entiende a los productos de
fermentacién alcohdlica de mosto de jora (malta de maiz), frutas y otros vegetales
gue tienen las caracteristicas propias segun su origen (NTE INEN 338, 1992). Del
mismo modo esta bebida es rica en calcio, fésforo y otros nutrientes como se

muestra en la Tabla 1.



Tabla 1. Composicién de chicha de jora.

Contenido en 100 g de chicha de jora

Energia (kcal) 28.0
Agua (g) 93.2
Proteina (g) 0.40
Grasa (Q) 0.30
Carbohidratos (g) 5.80
Fibra (g) 0.20
Ceniza (g) 0.30
Calcio (mg) 22.0
Fosforo (mg) 18.0
Hierro (mg) 1.80
Tiamina (mg) 0.02
Riblofamina (mg) 0.1

Niacina (mg) 0.2

Acido ascorbico reducido 2.4

Fuente: Minesterio de salud (2002).

Las caracteristicas sensoriales predominantes en color tienden a pardo oscuro y
tornandose a pardo claro, lo mismo puede variar a través del tiempo de duracién
de la fermentacion, iniciandose con un color pardo claro, aunque varia
dependiendo de la materia prima utilizada, puede encontrarse chicha de jora
desde el blanco amarillento hasta el blanco rosa. Este se incrementa con el tiempo
de elaboraciéon de la chicha, mientras el aroma tiende a una sensacion dulce de
jora (Ayma, 2012).

2.2.2. Proceso de obtencién de jora

La elaboracion de malta o malteado es el primer paso en la elaboracion de la
chicha y es el proceso por cual se obtiene la materia prima principal que es malta.
Basicamente es la germinacién controlada de un cereal, seguida por la
interrupcién de este proceso natural, y finalmente el secado del grano por medio
de calor (Gigliarelli, 2013). Como se muestra en la Figura 1 del proceso de

elaboracion de malta. El proceso, consta de los siguientes procesos:



a. Recepcion

El maiz llega a las instalaciones de las maltarias en donde es almacenada

en condiciones adecuadas de acuerdo a su origen y variedad.

b. Hidratacion

Para poder activar las enzimas Utiles para el malteado es necesario
hidratar el grano llevando su humedad a un 35 a 46 por ciento. Para el cual
se remoja por inmersién en agua a temperatura de 15 °C, cuando la
humedad es adecuada comienza el proceso germinativo y la demanda de

oxigeno aumenta, asi como la emision de dioxido de carbono (Gigliarelli,

2013).

RECEPCION DE MATERIA
PRIMA

A 4

CLASIFICACION Y
SELECCION

A 4

Agua—» HIDRATACION

A 4

GERMINACION

A 4

SECADO Y TOSTADO

ALMACENADO

2hr

24 °C x dias

70°Cx 1.5 hr

Figura 1. Elaboracion de malta de maiz o jora.

Fuente: Kunze (2006).



c. Germinacion
Las proteinas se descomponen en aminoacidos, las paredes de las células
de almidén en beta - glucanos de bajo peso molecular y parte del almidén
(s6lo ocho a diez por ciento) en azucares mas simples. Del mismo modo
durante la germinacion o malteo el acido giberélico da lugar a las a-
amilasas (enzima dextrogénica) y por difusion se activan las B-amilasas
presentes (enzima sacarogénica) produciendo amilasas (a-amilasa) para
la conversion del almidén en azucares fermentables; el grano germinado

constituye el principal agente sacarificante (Garcia, 2004).

d. Secado
Durante el secado, ademas de disminuir el contenido de agua y de detener
la modificacion del grano se forman componentes de aroma, sabory color.
Normalmente las temperaturas de secado para maltas tipo lager son de 55
a 70 °C. Finalmente se realiza la fragmentacion de los granos tostados

para obtener la malta en polvo (Varnam, 1997).

2.2.3. Consideraciones bioquimicas del proceso de malteado

El proceso de malteado inicia con la hidratacion del almidon, lo que permite la
segregacion de enzimas o fermentos solubles, cuya Unica funcion es el de
transformar las sustancias de reserva del grano de insolubles en materias
nutritivas solubles a efecto del aprovisionamiento de azlcares y mantener con vida
el embrion. Mientras el grano germina, en su interior, se van formando diastasas
especificas, las cuales actian sobre los distintos componentes del mismo,
almidones, proteinas, elementos fosfatados, etc. por otro lado, se forma nuevos
compuestos enzimaticos como carbohidratasas, lipasas, fosfatasas, proteasas y
desmolasas, las cuales actian en la sacarificacion del mosto. La fosfatasa
produce las desfosforilacion del almidén reduciendo su viscosidad y favoreciendo
su licuefaccién. Las amilasas actian sobre el almidon transformandolo en
dextrinas, que es un azucar no fermentable por las levaduras, y sobre la dextrina
transformandola en maltosa, que es el azlcar que contiene el mosto de malta, el
cual puede ser transformado en alcohol por las levaduras. Las sintasa es otra
enzima que ataca las paredes de las células del almidén, y esto es muy importante

ya que de eso depende la suavidad de la malta. Asi las enzimas proteoliticas



actuan sobre el gluten y el gleurona de la semilla, produciendo su degradacion a
cuerpos aminados mas simples, los cuales podran ser utilizados como alimentos
nitrogenados por las levaduras durante la fermentacién del mosto (Velasquez,
1982).

Los granos secos de maiz contienen solamente beta-amilasa. El aumento de la
actividad de la amilasa en el grano durante la germinacion es, principalmente, por
la alfa-amilasa, la cual, cuando la actividad amilolitica est& en lo méaximo, tiene el
90% de actividad total en el endospermo. La alfa-amilasa se origina en el escutelo
y es secretada dentro del endospermo, mientras que la beta-amilasa aparece
formandose solamente en el endospermo. Las moléculas de maltosa por la accion
de la amilasa, son degradadas por la enzima maltasa, que existe en la malta, y
convertidas en moléculas sencillas de glucosa lo que antecede demuestra la

especificidad absoluta de estas enzimas (Briggs, 2004).

2.3. Levadura (Saccharomyces cerevisiae)

Las levaduras segun su clasificacion taxonémica (Tabla 2), pertenecen al reino
fungi, son hongos unicelulares no filamentosos, con una morfologia caracteristica
esférica u ovalada que se hallan ampliamente distribuidas en la naturaleza
(Santamaria, 1997). Sus caracteristicas fisiologicas permiten fermentar
determinados carbohidratos y si puede usar o no determinadas fuentes de

nitrégeno como los nitratos (Hough, 1990).

Tabla 2. Clasificacion Taxon6mica de Saccharomyces cerevisiae.

Taxon Nombre Descripcion
Reino Fungi
Filum Ascomicotina Formas Teliomorficas caracterizados

por la formacion de ascosporas

encerrados dentro ascas

Sub- Saccharomycotina

Filum

Clase Saccharomycetos Ascas no estan dentro de ascosporas,
se desarrollan directamente de cigotos

Orden Saccharomicetalos Levadura rara vez en hifas




Familia Saccharomycetaceae
Genero Saccharomyces Forma ovoide, eliptica o cilindrica.
Especie - S. cerevisiae

Fuente: Briggs (2004).

Una célula de levadura de cerveza completamente desarrollada tienes entre 8 y
14 pm (Figura 2). Hammond (2000), defini6 las caracteristicas mas importantes

para una levadura de cerveceria:

- Una fermentacion rapida, pero sin exceso de crecimiento en biomasa de
la levadura

- Una buena conversién de la maltosa y de la maltotriosa en etanol

- Resistencia al etanol

- Resistencia a la presion osmética

- Perfiles aromaticos equilibrados y reproductibles

- El caracter de flocular eventualmente

- Una buena estabilidad genética a lo largo del tiempo

Figura 2. Micrografia de células de levadura Saccharomyces cerevisiae a mil

aumentos, la barra representa 5 mm.

Fuente: Kunze (2006).



Citologia de levadura (Saccharomyces cerevisiae)

Las células de Saccharomyces cerevisiae presenta una humedad de 70 — 80 % y
pared celular similar a las células de los vegetales la cual representa el 30 % del
peso seco total y tiene un grosor de 100 — 200 nm. Esta constituida
aproximadamente de un 40 % de B - glucano, 40 % de a - mananos, 8 % de
proteinas, 7 % de lipidos, 3 % de sustancias inorganicas, 2 % de hexosamina y
quitina (Ferreira, 2010). La membrana es el lugar donde se asientan muchas
proteinas y glucanos (Figura 3), muchos de los componentes son enzimas o estan
implicadas de una u otra manera en el transporte de sustancias hacia el interior y
hacia el exterior de la célula, también la membrana celular es el sitio donde se
produce energia en la célula la membrana puede estar en una forma
energéticamente cargada en la que existe separacion de los protones (H+) y de
los iones hidroxilo (OH-) a través de su superficie esta separacion de carga es
una forma de energia potencial presente en una bateria cargada, este estado
energético de la membrana se conoce como Fuerza Motriz de Protones (Feuillat,
1998).

El transporte de las sustancias hacia adentro y hacia afuera de las células, asi
como su traslado entre el citoplasma y las diversas organelos sub celulares
(mitocondria, nucleo, etc.) esta determinada por la membrana y constituye una de
las funciones mas importantes de éstas (International Commission on
Microbiological, 2005).
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Figura 3. Célula de Levadura (Saccharomyces cerevisiae).

Fuente: Feuillat (1998).

Las caracteristicas hidrofébicas de la membrana le permiten funcionar como una
barrera estricta. Aunque algunas pequefias moléculas hidrofébicas, pueden pasar
la membrana por difusion, las moléculas hidrofilicas y cargadas no lo atraviesan y
deben ser transportadas de modo especifico. Incluso, una sustancia tan pequefia
como el ion de hidrégeno (H+) no es capaz de pasar la membrana citoplasmatica

por difusion.
2.4. Ultrasonido

La generacion de ultrasonido se fundamenta en la deformacién elastica de los
materiales ferro eléctricos dentro de un campo eléctrico de alta frecuencia y es
causada por la mutua atraccion de moléculas polarizadas. Para el cual se debe
transmitir una frecuencia alternante mediante dos electrodos hasta el material
ferro eléctrico, después se obtiene la conversion a oscilacién mecanica y el sonido
puede ser trasmitido a un amplificador para finalmente transmitir al medio (Reich,
2000).

Hoover (2000), define ultrasonido como una forma de energia que viaja en ondas
de sonido iguales o mayores a 20000 vibraciones por segundo esto a su vez
produce compresion (alta presién) y rarefaccién (baja presion) y cuya frecuencia
supera a la del sonido audible por el oido humano: 20 kHz. Las hondas
ultrasénicas de baja intensidad, son aquellas en la que la energia ultrasonica se
utiliza para producir cambios permanentes en el medio, mientras los ultrasonidos
de potencia se asignan a las aplicaciones de elevada intensidad. Los valores
medios de intensidad entre estos dos tipos de ultrasonido varian entre 0.1 w/cm?
y 1 W/cm?2.

Mason (1998), establece que el rango de sonido empleado es muy amplio se
puede dividir en los de alta frecuencia baja energia en el rango de MHz aplicado

como ultrasonido de diagnéstico y de baja frecuencia alta energia.

Ultrasonido de potencia (High Power Ultrasound — HPU)

Los sistemas de ultrasonidos constan de tres partes fundamentales: generador,

transductor y emisor. El generador es el encargado de transformar la sefial
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eléctrica de la red a la frecuencia deseada; el transductor convierte la sefal
eléctrica de alta frecuencia en vibraciones mecanicas; y el emisor irradia la energia

acustica generada por el transductor al medio a tratar (Cércel, 2003).

El fundamento de los transductores piezoeléctricos se basa en el efecto
piezoeléctrico; dicho efecto puede considerarse que contiene dipolos elementales,
consistentes en una carga positiva y una carga negativa a una cierta distancia.
Para obtener actividad piezoeléctrica los dipolos deben primero ser orientadas, los
cuales en un principio no muestran preferencias por alguna direccion en particular,
cuando el material ceramico es expuesto a un fuerte campo eléctrico externo a
una temperatura, no mas alla de la llamada temperatura de Curié (La temperatura
de Curié es aquella en el que la permeabilidad relativa de los materiales
ferromagnéticos es infima). A esta temperatura los dipolos naturales desaparecen
y son creados nuevamente en forma espontanea cuando disminuye la
temperatura (Figura 4). Bajo estas condiciones polares los dipolos toman una
direccion correspondiente a la direccion del campo de polarizacion (Chuchuca,
2012).

Direccion de la tenszidn
de polarizacion

Figura 4. Polarizacién de dipolos en cerdmica piezoeléctrica: (a) antes de la
polarizacion y (b) después de la polarizacion.

Fuente: Gonzales (2009).

Tras la remocion de los campos de polarizacion y enfriar el material los dipolos no

pueden volver facilmente a su posicion original y lo que se obtiene es llamado
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polarizacién remanente del material ceramico, entonces el cuerpo ceramico se ha

convertido en forma permanente en piezoeléctrico y puede convertir energia

mecaénica en eléctrica y viceversa (Gonzales, 2009).

24.1.

a.

Parametros del ultrasonido de potencia

Longitud de onda: La longitud de onda indica el tamafio de una onda, es
decir, la distancia entre el principio y el final de una onda completa (ciclo).
La longitud de onda esta dada por la relacion de velocidad del sonido y la
frecuencia ultrasonica. La importancia de esta relacion es que entre mas
alta es la frecuencia ultrasénica, mas pequefia sera la longitud de onda
(Zagzebski, 1996).

Frecuencia: Numero de oscilaciones (ciclos) por unidad de tiempo. Es
medida por hertz (Hz), kilohertz (kHz) y megahertz (MHz). Un hertz es un
ciclo por segundo o una completa variaciéon por segundo. Si la frecuencia

se incrementa, el periodo decrece y viceversa (Kremkau, 2002).

Amplitud: La amplitud es el pico maximo que alcanza la onda desde su
posicion inicial, es decir, la altura de la curva. La amplitud indica la cantidad

de energia que contiene una onda (Lempriere, 2002).

Potencia: La potencia acustica es la cantidad de energia producida por el
transductor por unidad de tiempo. La potencia esta determinada por la
amplitud de la onda cuanto mayor es la amplitud de la onda mayor es la

cantidad de energia que se genera (Kremkau, 2002).

La intensidad: Es la cantidad de energia que atraviesa una superficie por
una unidad de tiempo, la cual determina la dosis de tratamiento (Ecuacion
1). Cuando se incrementa el area decremento la intensidad, disminuyendo
el area incrementa la intensidad porque la potencia estd concentrada
(Lempriere, 2002).
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Potencia (W/sz)*ERA*%*Tiempo(s)

Dosis o Tratamiento = Ecuacion (1)

Superficie tartado (cm?2)

Donde:
ERA: superficie real de emision del transductor.
%: Fraccion de pulso

Cuando una onda atraviesa un material pierde paulatinamente intensidad como
consecuencia de su interaccion con el material, es decir, la onda se atenta. La
atenuacion se debe a dos mecanismos distintos: absorcién y dispersion. En
términos practicos, una onda de 12 MHz perdera 120, 6 y 0,0024 dB/cm de
recorrido, en medio sélido, viscoso y acuoso, respectivamente. Especificamente
conductores como el vidrio se atenda a razon de 19750 dB/cm a 40 kHz de

frecuencia.

En la absorcion, parte de la energia de la onda se transforma en energia calorifica
del medio, produciéndose una elevacion de la temperatura de éste. La dispersion
consiste en que parte de la onda es desviada del rayo inicial a consecuencia de

las irregularidades del medio (Ortufio, 1996).

2.4.2. Efecto del ultrasonido

Los HPU alteran y modifican el medio circundante debido a efectos asociados

puede explicarse mediante varios mecanismos asociados.

a. Cavitacion

Los efectos de la ultrasonicacién de liquidos incluso homogeneizacion,
dispersién, desaglomeracion, pulverizacién, emulsion, extraccién, lisis,
fragmentacion y efectos sonoquimicos son causados por cavitacion.
Segun la Figura 5, al introducir ultrasonidos de alta potencia en un medio
liquido, las ondas sonoras se transmiten en el fluido y crean ciclos alternos
de alta presion (compresién) y baja presion (rarefaccion), con tasas
dependiendo de la frecuencia. Durante el ciclo de baja presion, las ondas
ultrasonicas de alta intensidad crean pequefias burbujas de vacio o vacios
en el liquido (Rivas, 2007).
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Figura 5. Generacion acustica de la cavitacion de burbujas.

Fuente: Rivas (2007).

El colapso de las burbujas libera una cantidad de energia que puede
producir diversos efectos quimicos y/o mecanicos. En el punto donde se
produce la implosion de una burbuja de cavitacibn, se generan
temperaturas de alrededor de 4000 °K y presiones que pueden alcanzar
los 100 MPa. La vida media de estos “puntos calientes” es de apenas 0,1
us, (Carcel, 2003). El colapso de las burbujas es muy rapido y potente y

produce fuerzas cortantes capaces de romper fuertes enlaces quimicos.
Calentamiento

Es el resultado de la propagacion de las ondas ultrasénicas en un medio,
todas las particulas de dicho medio se encuentran vibrando, transformando
parte de la energia acustica en calor al oponer resistencia viscosa a esta

vibracién (Mason, 1998).
Micro agitacién

Esta microagitacion se genera por la interaccién de la onda acustica, que

viaja por el fluido, con el sélido. La importancia de esta agitacion estriba en

que se forma justo en la interfase, disminuyendo el espesor de la capa
limite de difusién e incrementando la transferencia de materia y energia en

forma de calor (Garcia, 2009).

15



2.4.3. Estabilizacion de levaduras con ultrasonido de potencia

El mecanismo de la inactivacion microbiana mediante ultrasonidos de alta
intensidad se atribuye fundamentalmente al fendbmeno de cavitacion, al aumento
de temperatura, a la formacion de radicales libres, a la turbulencia, al esfuerzo
cortante y a la compresion y rarefaccion (Knorr, 2004). Todos estos fendmenos
contribuyen a la destruccion de las células microbianas (Piyasena, 2003). A pesar
de producir altas temperaturas, éstas tienen efecto limitado sobre la inactivacién
microbioldgica por ser muy puntuales o focales, afectando a una region reducida

y abarcando por lo tanto a un bajo nimero de microorganismos.

Sin embargo, durante este fenébmeno de cavitacion, se libera gran cantidad de
energia en forma de presion favoreciendo los procesos de transferencia de
materia y diferentes reacciones quimicas que también contribuyen a la muerte de

los microorganismos.

La extension de los dafios sonoquimicos y fisicos varia dependiendo de los
pardmetros del tratamiento ultrasénico como son la frecuencia y la intensidad.
Otros factores que influyen sobre la efectividad microbicida de los ultrasonidos se
relacionan con el tipo de microorganismo y su estado fisiolégico, el tipo de
alimento/medio donde se encuentran y la temperatura del tratamiento (Piyasena,
2003).

2.4.4. Aplicacion de ultrasonido en la industria

En la industria de los alimentos la techologia del ultrasonido ha sido empleada en
diferentes investigaciones, debido a que se puede aplicar de forma versatil y sobre
todo ambientalmente sustentable; su aplicacion de dicha tecnologia se puede dar

de tres maneras (Kremkau, 2002).

- Aplicacion directa al producto
- Acoplada a un dispositivo

- Sumergido en un bafio ultrasénico

Para que la tecnologia de ultrasonido pueda aplicarse en procesos alimenticios,
se considera que el criterio de mayor importancia es la cantidad de energia del
campo generador de sonido. Esta caracterizado por el poder (W) y la intensidad

(W/m?) del sonido, en la Tabla 3 se muestra los pardmetros y su efectividad del
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ultrasonido en reduccion de microrganismos en un medio liquido como el agua y
leche.

Tabla 3. Parametros del ultrasonido en leche y agua

Fluido Densidad Velocidad Impedancia  Atenuacioén
(kg/m3) del sonido (10°kg/m?s) (m/s?)
(m/s)
Agua 20 °C 998.23 1488.30 14 0.00013
Leche 20 °C  1030.00 2050.00 2.1 0.00019

Fuente: Rivas (2007).

Tabla 4. Efecto del ultrasonido en las reducciones microbianas obtenidas en
alimentos.

Alimento Tratamiento Condiciones Reduccion Referencia
de tratamiento microbiana Log
(UFClqg)
Fresa Ultrasonido 40 kHz, 20 °C,  Mesofilo: 0.6 (S. Cao,
10 min Levadura:0.5 2010)
Lechuga Ultrasonido 20 kHz53 min  E. coli: 4,4 (Elizaquibel
P.,2012)
Zumo de Ultrasonido 45 kHz, 60 min  Reduccion (Porras, 2011)
mango completa de
mesofilos

Fuente: Rivas (2007).

En los proceso de desinfeccion de fresa el efecto inactivador del ultrasonido sobre
los microorganismos Mesofilos representa una reduccion de 0.6 ciclos
logaritmicos mientras en lavaduras represnta una reduccion el 0.5 ciclos

logaritmicos (Tabla 4).

El efecto del ultrasonido sobre los agentes alterantes de los alimentos es limitado
y dependiente de mdltiples factores, por ello, su aplicacion se ha encaminado
hacia la combinacion simultanea de los diferentes factores fisicos como el
tratamiento térmico suave (< 100 °C, habitualmente entre 50 — 60 °C) ha dado
lugar al procedimiento denominado termoultrasonicacion. La combinacion con

incremento de presion (< 600 MPa) se denomina manosonicacion, mientras que
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las tres estrategias de forma conjunta se conocen como manitermosonicacion
(Reyns, 2000).

Investigaciones recientes hacen uso del ultrasonido de baja energia en el control
de procesos mediante deteccion no invasiva y la caracterizacion de propiedades
fisico - quimicas de materiales alimenticios, deshidratacion de vegetales y salado
de carne (Ozuna, 2014); estas aplicaciones mencionadas estan asociadas a
procesos de transferencia de materia, de acuerdo a la Tabla 5 muestra el uso de
ultrasonido en la inactivacion de microorganismos y enzimas, operaciones de
limpieza, mejora de reacciones quimicas, tenderizacién de carne, formacién de

emulsiones o procesos de corte de alimentos (Mason, 1998).

Tabla 5.Técnicas de medicion de ultrasonido en alimentos.

Caracteristicas Propiedades del materiala Técnica
obtener usada
Velocidad de sonido y Compresibilidad adiabatica Pocos MHz
densidad en proteinas e hidrofobicidad de las
proteinas

Velocidad de sonido medido Fraccion del volumen de Pocos MHz
durante el enfriamiento de cristales, temperatura de la

agua, grasas, emulsiones y fase de transicion.

dispersiones.

Amplitud de las ondas de Distribucion del tamafio de 1-200 MHz
compresion como una funcién las particulas, agregacion.

de frecuencias en proteinas de

leche y emulsiones aceite.

Fuente: Povey (1998).

La variaciébn de esas dos propiedades (atenuacion y velocidad del sonido)
depende de las propiedades del sistema liquido. Si se mide la variacion de esas
propiedades ultrasénicas entonces sera capaz de extraer informacién acerca de

las propiedades del sistema (Dukhin 2005).

2.5. Propiedades de turbidimetria

Turbidez se refiere a la conversion de un medio liquido traslicido a turbio por
efecto de la multiplicaciébn bacteriana debido a la capacidad de los

microorganismos de dispersar la luz (Price & Frey, 2003).

La turbidimetria es un método indirecto para estudiar el crecimiento bacteriano

mediante la cuantificacion de la densidad Optica que genera un cultivo, ya que una
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poblacién microbiana genera turbidez en un medio liquido. Esta técnica se basa
en el hecho de que las células bacterianas son capaces de absorber y dispersar
un haz de luz incidente dependiendo de su concentracion, tamafio y forma, esto
permite determinar con bastante exactitud la cantidad de microorganismos en la
suspension mediante la determinacién de la turbiedad mediante un nefelémetro o

un espectrofotometro (Bajaj et al., 1991).

La cantidad de luz transmitida se registra como porcentaje de transmitancia y
también en unidades de absorbancia (Price & Frey, 2003). La absorbancia
(Ecuacion 2) se define como el logaritmo decimal del cociente entre la intensidad
de la luz incidente sobre la suspensién (lo) y la luz transmitida por la suspension
() (Stanier, 1989).

A — IOg(IO)

; Ecuacion (2)

Esta técnica se basa en el hecho de que las particulas pequefias difractan la luz,
dentro de ciertos limites, de manera proporcional a su concentracion. Cuando un
haz de luminoso atraviesa sobre una suspensidén bacteriana, la reduccion en
cantidad de luz transmitida a consecuencia de la difraccion se traduce en la

medida de masa bacteriana presente.

Entre las principales aplicaciones de los métodos turbidimétricos se pueden citar
(Harrigan, 1998):

- Estandarizacibn de suspensiones de cultivos puros de bacterias
destinadas a experimentos de laboratorio.

- Ensayos de vitaminas, antibiéticos, entre otros inhibidores de crecimiento
microbiano.

- Determinacién de la influencia de diversas condiciones ambientales sobre

el crecimiento microbiano.

2.6. Modelos matemaéticos predictivos

Son modelos matematicos que expresan relaciones, proposiciones sustantivas de
hechos, variables, parametros en funcién al tiempo, cuyo objetivo principal es
describir, explicar, predecir y controlar algun proceso. Las observaciones estan
ordenadas respecto al tiempo, donde las sucesivas observaciones son
generalmente dependientes; caracteristica que es de vital importancia a la hora

del andlisis de la serie (Correa, 2004).
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El uso de esta técnica, facilita analizar cuestiones sobre el deterioro microbiano
de los alimentos y sobre la seguridad alimentaria pueden responderse mediante
andlisis simplificado de los procesos bioquimicos de la cinética bacteriana que
pueden ayudan a elaborar una prediccion de las condiciones microbiol6gicas que
presentara un alimento en un proceso determinado durante la cadena alimentaria
(Farkruddin et al., 2011).

Los modelos utilizados se basan en datos que describen y caracterizan las
respuestas microbiol6gicas frente a factores ambientales; del mismo modo, los
modelos han de desarrollarse partiendo de una serie de etapas que permiten
identificar los factores claves que afectan al crecimiento microbiano (Geeraerd et
al., 2004).

2.6.1. Clasificacion de modelos

Los modelos predictivos pueden dividirse en modelos cinéticos y modelos de
probabilidad. EI modelo cinético calcula la vida microbiol6gica de los productos
alimentarios, es decir, el periodo de tiempo durante el cual el nimero de los
microorganismos en el alimento es menor al limite maximo permisibles de
microorganismos presentes en dicho alimento; mientras el modelo de probabilidad
determina si el microorganismo puede crecer en el medio, e identifica la condicion
de almacenamiento con baja o0 nula probabilidad de crecimiento (Tienungoon,
2000).

Los modelos predictivos pueden ser clasificados segun su fundamento
matematico (Roels y Kossen, 1978), segun modelos primarios, secundarios y
terciarios, siendo ésta ultima clasificacion propuesta por Whiting y Buchanan
(1993) la mas utilizada en la comunidad cientifica, ya que incluye, complementa y

unifica las anteriores (Geeraerd et al. 2004).

a. Modelos Primarios
Loa modelos primarios se ocupan de la descripcién de los cambios del
nimero microbiano en funcién del tiempo (crecimiento, supervivencia,
inactivacién). Cuantitativamente puede incluir unidades formadoras de
colonia (UFC) biomasa, medidas de absorbancia, ademas de los niveles
de substratos o de productos metabdlicos producidos (Geeraerd y col.,
2004).
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Su principal objetivo es averiguar la cinética de crecimiento de los distintos
microorganismos con el minimo de pardmetros posibles, evitando asi la
pérdida de exactitud de los valores con célculos muy elaborados. Estos
modelos (Tabla 6) nos proporcionan informacion especifica de los
microorganismos a estudio, como son el tiempo de generacion, la duracién

de la fase de latencia o fase lag, la velocidad méaxima de crecimiento

(Forsythe, 2002; Baranyi y Roberts, 1994).

Tabla 6. Clasificacion de los modelos predictivos

Modelos primarios

Modelos secundarios

Modelos terciarios

Funcion de Modelo Belehradek Pathogen Modeling

Gompertz (Modelos de raiz Program: USDA.
cuadrada)

Gompertz Modelo Ratkowsky Seafood  Spoilage

modificada (modelo de raiz (and Safety)
cuadrada) Predictor of SSP o

SSSP.

Modelo logistico

Modelo de Arrhenius

Salmonella
enteritidis Risk
Assessment: USDA

Modelo Baranyi Modelo modificado de ComBase
Arrhenius  (Davey o
Schoolfield)

Modelo de primer Modelos probabilisticos MicroFit

orden de Monod

Modelo de primer

orden modificado

Valores Z

Perfringens predictor

de

inactivacion térmica

Valores D

Polinomiales o respuesta

Food MicroModel:

UK

Fuente: Whiting y Buchanan (1993).

Distribucién de frecuencias de Weibull

El Andlisis de supervivencia es una técnica inferencial que tiene como

objetivo esencial modelizar el tiempo que se tarda en ocurrir un

21



determinado suceso; no obstante, no todos los datos se ajustan a tales
modelos, por lo cual es necesario proponer modelos mas generales, para
asi explicar el comportamiento de los datos aun cuando no se ajusten a
cierto modelo, ademas factores como el tiempo de vida de un objeto
depende de otras variables, las cuales son explicables y que
denominaremos covariables del fenémeno (Cox, 1984).

El modelo de Weibull es utilizado en estudios que involucran tratamientos
térmicos y no térmicos, principalmente se basa en la resistencia al estrés
de una poblacion y que las curvas de supervivencia microbianas y de
esporas bacterianas siguen una distribucion de tipo Weibull o primer orden.
Este tipo de modelos pueden describir curvas lineales, concavas o

convexas (Coroller et al., 2006).

Las curvas de inactivacion representan la distribucion de la resistencia del
conjunto de la poblacién al tratamiento. Por esta razén, se puede decir que
no existe una relacion lineal entre el tiempo de tratamiento al que se
someten los microorganismos y la muerte de cada uno de ellos. Aparte,
este modelo posee una gran sencillez, ya que se puede interpretar con
curvas, hombros y colas, y lineas rectas (Gougouli y Koutsoumanis, 2012;
Huang y col., 2012).

Ecuacién modificada de Gompertz

La aplicacion inicial de la ecuacion modificada de Gompertz esta dada para
la descripcién de curvas de crecimiento con forma sigmoidal (Gibson,
1987). La utilidad de la férmula en curvas de supervivencia fue demostrada
por Bhaduri (1991) en la inactivacién de la bacteria Listeria monocytogenes

tras tratamientos térmicos.

La ecuacién modificada de Gompertz (Ecuacion 5) originalmente disefiada
para interpretar curvas de crecimiento, fue demostrada por (Linton, 1997)
tras estudiar curvas de supervivencia no-lineales de bacterias por

tratamientos térmicos.
Modelo de Geerard

Este modelo est4d basado en diversos argumentos que describen el

comportamiento de los microorganismos cuando describen curvas de
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inactivacion se hacen presentes fendmenos de hombro, fase log-lineal y
cola (Casolari, 1988).

Modelos Secundarios

Los modelos secundarios caracterizan los pardmetros que pueden
aparecer en los modelos primarios en funcién de las condiciones de medio
(temperatura, pH, actividad de agua, etc.). considerando dos o0 mas
factores que interactian en el crecimiento microbiano. Los parametros
cinéticos de crecimiento del microorganismo proporcionados por los
modelos primarios, se construyen expresiones matematicas que describen
la respuesta de éstos frente a cambios en los parametros ambientales, que
afectan tanto a factores intrinsecos del producto (pH, [sales], [NO2], etc.),
como a factores extrinsecos (temperatura de almacenamiento, humedad
relativa, interaccion con otros microorganismos, etc.) (Lebert et al. 2000,
Zurera et al. 2006, Geeraerd et al. 1998).

Modelos Terciarios

Los modelos terciarios se obtienen por integracion de los modelos
primarios y secundarios, simplificandolos de forma especifica mediante
software, el cual permite determinar la extension y tasa de crecimiento del
microorganismo, asi como comparar los efectos producidos en diferentes
condiciones. Con este tipo de tecnologia se puede estimar la vida Gtil del
producto alimentario o minimizar el riesgo de pérdida de calidad e
inocuidad del alimento.

Los modelos terciarios pueden tener varias formas, comenzando por
combinar los dos primeros niveles de modelos basados en experimentos
de laboratorio (“Pathogen Modeling Program”, creado por la comunidad
cientifica USDA); versiones mas extendidas que incluyen la posibilidad de
importar una historia de temperatura para predecir la vida util restante con
respecto a un organismo deteriorador especifico, como es el caso del
“Seafood Spoilage Predictor” (Dalgaard, 2002); o llegando hasta la
incorporacion de modelos predictivos en una red de evaluacion de riesgos
microbioldgicos, como el “Salmonella enteritidis Risk Assessment” del
USDA (Geeraerd, 2004).
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2.6.2. Importancia de la microbiologia predictiva

Los modelos mateméticos predictivos proveen informacion sumamente Util para
tomar decisiones en determinadas situaciones. Estas situaciones pueden
resumirse en (Whiting y Buchanan, 2001):

- En el desarrollo de productos, los modelos predictivos pueden permitir al
productor evaluar la inocuidad y estabilidad de una nueva formulacion e
identificar aquellas que determinen la vida de anaquel deseada. En
consecuencia, se puede utilizar el modelo predictivo para establecer
inicialmente si el cambio afectara la estabilidad y vida de anaquel del
producto.

- Prediccion en seguridad y tiempo de vida til: Crecimiento y supervivencia
microbiana permiten estimar peligros potenciales provocados por
microorganismos patégenos en alimentos luego de un normal o abusivo
tiempo de almacenamiento.

- Control de Calidad: Los modelos pueden brindar ayuda en desarrollar
programas HACCP mostrando que condiciones permiten crecer o
sobrevivir y asi identificar los puntos criticos de control.

- Desarrollo de nuevos productos; Cambios en la composicién del alimento
0 una nueva formulacién pueden ser rapidamente.

- Educacién: a través de la generacion de graficos o estimando el tiempo de
generacién de una poblacion microbiana critica, los modelos permiten
demostrar drasticamente la importancia de mantener la correcta
temperatura o los beneficios que representa trabajar con materias primas

de alta calidad con bajos contenidos microbianos iniciales.

2.6.3. Evaluacion y validacién de modelos

Ros (1996), propuso los factores de sesgo y de exactitud como medidas de mejora
de los modelos matematicos usados en la microbiologia predictiva, con el objetivo
de facilitar la evaluacion de la fiabilidad de tales modelos. Del mismo modo el
RMS, representa la idoneidad del modelo predictivo para describir los datos
experimentales. Cuando el valor es mas cercano a cero, mejor es el ajuste.

El aspecto fundamental para demostrar una prediccion con exactitud es su
validacién, en tanto el valor maximo alcanzado por Af significa menos exactitud en

la estimacion; es decir, un valor de Af de 1,7 indica que las predicciones, en
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promedio, difieren un 70% de las observaciones (valores experimentales). Si no
hay desviaciones estructurales (sesgo = 1, ambas desviaciones positivas y
negativas en promedio, modelo es exacto). La falta de exactitud puede ser
mostrada por el Af (Baranyi et al., 1999).

2.7. Marco conceptual

2.7.1. Levadura (Saccharomyces cerevisiae)

El término levadura se refiere a aquellos hongos que generalmente no son
filamentosos, sino unicelulares y de forma ovoide o esferoide, y que se reproducen
por gemacion o por fision. Presentan formas esférica, ovoide, alimonada,
piriforme, cilindrica, triangular e incluso alargada. La especie S. cerevisiae se
emplea en muchas industrias alimentarias, como en la fermentacién del pan,
fermentacion de la cerveza, fermentacién de los vinos, en la produccién de alcohol,

glicerol e invertasa. (International Commission on Microbiological, 2005).

2.7.2. Chichadejora

La chicha de jora o Agha en quechua, es una bebida fermentada oriunda de
Sudamericana, para ser mas detallados difundida en Peru, Bolivia y Ecuador.
Presenta diversas variedades segun la region donde lo preparan, pero la base de

su preparacién es principalmente la Jora 0 maiz malteado (Zapata, 2006).

2.7.3. Ultrasonido de potencia

El ultrasonido se refiere a ondas eléctricas en sélidos, liquidos y gases con
frecuencias por encima de 20 kHz. El ultrasonido se divide en dos grupos:
ultrasonido de alta intensidad (HIU) y ultrasonido de baja intensidad (LIU). HIU se
aplica para modificar algin proceso mientras que el LIU es aplicado para
monitorear un proceso o producto. HIU es aplicado a bajas frecuencias (20 - 300
kHz) para obtener niveles altos de potencia (10 - 1000 W/cm?). (Mulet, 2002).

2.7.4. Estabilizacion microbiolégica

Capacidad para mantener los niveles microbiolégicos después de que es expuesto
a técnicas de conservacion, simples o mdltiples, para eliminar, reducir o prevenir

el crecimiento microbiano. Entre los grupos de microorganismos que pueden
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desarrollarse en un alimento se encuentran: bacterias y hongos, los cuales son

capaces de multiplicarse en los alimentos y deteriorar el producto (Bhaduri, 1991).

2.7.5. Modelos cinéticos

Los modelos cinéticos estiman la respuesta de crecimiento especifica, con
respecto a diferentes variables de sobrevivencia (Van, 2017). Otras variables
como la concentracion gaseosa, el potencial de Oxido- reduccion, humedad
relativa, contenido de nutrientes y propiedades antimicrobianas también pueden
incluirse en los modelos cinéticos. Los modelos cinéticos son utiles y pueden
utilizarse para predecir cambios en el nimero de microorganismos con respecto
al tiempo, incluso cuando una variable que puede afectar al crecimiento esté
cambiando. No obstante, estos modelos son laboriosos de construir puesto que

requieren muchos datos de recuento microbiano (Gibson y col., 1988).
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion
a. Localidad

La investigacion se realizo en la Unidad Vecinal de Santa Rosa del distrito de

Talavera, provincia de Andahuaylas, region Apurimac.

b. Institucion

La investigacion se ejecutdé en los laboratorios de control de calidad de
alimentos (Analisis espectrofotométrico y colorimétrico), biotecnologia
(Analisis microbiologico) y laboratorio de procesos agroindustriales
(Elaboracién de chicha de jora) de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Nacional José Maria Arguedas (UNAJMA),
ubicada en la Av. 28 de Julio Nro. 1103 del distrito de Talavera, provincia de

Andahuaylas y region de Apurimac.

3.2. Material de estudio

El material de estudio esté representado por chicha de jora en pleno proceso de
fermentacion producido en el laboratorio de procesos agroindustriales de la
escuela profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional José

Maria Arguedas.

3.3. Universo y/o poblacién

La poblacién estuvo representada por 5 L de chicha de jora producido en el tanque
fermentador, instalada y acondicionada en el laboratorio de procesos

agroindustriales.

3.4. Muestra

Se realizé un muestreo no probabilistico por conveniencia incluyendo todos los
elementos disponibles. Para los tratamientos ultrasénicos se utilizaron 250 mL de

chicha de jora previamente filtrado.
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3.5. Equipos, materiales, instrumentos, reactivos e insumos

Los materiales empleados en el estudio de efecto de la aplicacion de frecuencia
ultrasénico y tiempo en la estabilizacion microbiol6gica de chicha de jora se detalla
enla Tabla 7.

3.5.1. Materiales

Tabla 7. Materiales requeridos para la ejecucién de la investigacion.

Unidad Descripcion Marca
5 Und. Pipetas de 5 mL Fortuna
2 Und. Matraz volumétrico de 200 mL Fortuna
2 Und. Pipeta de 1 mL Fortuna
2 Und. Tamiz 75 p s/m

2 Und. Probetas de 250 mL Fortuna
1 Und. Bureta de 10 mL Vrm

8 Und. Erlenmeyer de 200 mL Fortuna
8 Und. Vaso de precipitados de 100 mL  Fortuna
4 Und. Balon de 250 mL Giardino
5 Und. Pinza s/m

5 und. Nuez s/m

2 Und. Soporte universal s/m

2 Und. Pizeta s/m

1 Und. Embudo de vidrio Fortuna
4 Und. Luna de reloj s/m

2 Und. Pro pipeta s/m

2 Und. Espatula s/m

8 Und. Vaso precipitado de 100 mL Fortuna
4 Und. Placa Petri Fortuna
10 Und Porta objeto s/m

30 Und Cubre objeto s/m

4 Und. Gotero s/m

2 Und. Camara de neubauer Inproved
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3.5.2. Equipos e Instrumentos

Los equipos e instrumentos empleados en el estudio de efecto de la aplicacion de

frecuencia ultrasénico y tiempo en la estabilizacién microbiolégica de chicha de

jora se detalla en la Tabla 8.

Tabla 8. Equipos e instrumentos empleados en la investigacion

Cantidad Descripcion Marca
1 Estufa (incubadora a 10 - 80 °C) MEMMERT
1 Termometro digital (rango -50 hasta WT1
300 °C)
1 Termocupla s/m
1 Potenciometro (Rango 0.0 — 14.0) Hanna
1 Refractometro (Rango 0-32%) ATC
1 Alcoholimetro s/m
1 Determinador de humedad Aqualab
1 Refrigeradora (-10 hasta 8 °C) Mabe
1 Colorimetro Minolta CR- 400
1 Microscopio trilocular Primo star
1 Agitador termo magnético Lw-scientifique
2 Lavadora ultrasonico de 120 W a 40 Branson
y 42 kHz, capacidad de 450 mL.
1 Balanza analitica (Sensibilidad 0.001 VE-303
9)
1 Espectrofotdmetro UV-Visible Geénesis
1 Triturador de alimentos Wonder Max.
1 Cronometro --

3.5.3. Insumos y reactivos

Los Insumos y reactivos empleados en el estudio de efecto de la aplicacién de
frecuencia ultrasénico y tiempo en la estabilizacion microbiolégica de chicha de

jora se detalla en la Tabla 9.
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Tabla 9. Insumos y reactivos requeridos en la investigacion.

Cantidad Insumos

0O1L Etanol al 95 %

50 mL Acido sulfarico 0.36 N
50 mL Cloruro de bario 0.048 M
10¢g Hidréxido de sodio 0.1 N
10 mL Fenolftaleina al 1%

100 mL Azul de metileno

500 g Sacarosa

59 Acido citrico

1L Agua destilada

3.6. Metodologia Experimental

La chicha de jora se elabor6 en el laboratorio de fisica y procesos agroindustriales,

los procesos se muestran en la Figura 6.

Maiz
2 2 dias
Agua — H|DRA'|I'ACION | e haegad
| GERMINACION | 24°Cx4
| dias
|  TOSTADOYMOLIENDA | 70°Cx15hr
Agua (70%) H PREPARACION DELMOSTO |
Sacarosa  —) ESTANDA|RIZACION | 20°Brix, pH 3.8
| TRATAMIENTO TERMICO | gg Eﬁg n
Levadura (0.05%) — FERMENTACION | T=5dias
| T°=20°C
| DESCUBADO Y DESFANGADO Lias

| ESTABILIZACION |
[

I [ [ | I [ [ |
| 5 min | | 10 min | | 15 min | | 20 min | | 5 min | | 10min| | 15 min | | 20 min |
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3.6.1.

Figura 6. Diagrama de bloques de la elaboracion de chicha de jora.

Fuente: Adaptado de Veladsquez (1982).

Descripcion de proceso de elaboracion de chicha de jora

Materia prima
Se utilizé 250 g de maiz amarillo oro, procedente del distrito de Huancaray
(cultivado a 2820 m.s.n.m. y coordenada decimal -13.740766,-73.555701.

Hidratacion
Se remoj6 por inmersioén en agua a temperatura de 15 °C por dos dias,

alcanzando una humedad de 35 %.

Germinacién

Los granos de maiz fueron extendidos homogéneamente sobre una
bandeja, posteriormente se depositd en una incubadora a temperatura
constante de 24 °C por cuatro dias, hasta alcanzar un tamafio de 2 cm de

germen.

Tostado y molienda
El tostado se realizd en una estufa a 70 °C por 1.5 horas. Finalmente se
realizé la fragmentacion de los granos tostados con un triturador de

alimentos modelo Wonder Max.

Preparacion de mosto

Durante este proceso, fue necesario empezar con una maceracion por tres
horas en solucién acuosa (70% de agua y 30% de jora) compuesta
integramente por agua y jora previamente tostado y molturado para facilitar
el hidrolisis de los azucares

fermentables, dextrinas, proteinas, aminoacidos y otros elementos,

disueltos en agua.
Estandarizacién

Proceso que comprendid en ajustar los niveles de pH: 3.8 con &cido citrico,

los soélidos solubles se estandarizaron a 20 °Brix empleando sacarosa.
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g. Tratamiento térmico
Este proceso comprende el tratamiento térmico del mosto a una
temperatura de 60 °C por un tiempo de 30 min, esto facilita la degradacion
de los almidones y azucares complejos, del mismo modo eliminar las
levaduras nativas presente en la chicha de jora. Posteriormente se
ascendié progresivamente hasta alcanzar una temperatura de 78 °C por
15 min, con la finalidad de destruccion de los enzimas de la malta,
esterilizaciéon del mosto, eliminacion de los compuestos volatiles. EI mosto
es enfriado hasta una temperatura de 24 °C y finalmente se procedié a

filtrar con un tamiz de 75 micras.

h. Fermentacién
Para este proceso se acondicioné un fermentador (Anexo 12) a una
temperatura de 20 °C y se inocularon levaduras nottingam de tipo alé que
es altamente floculenta y mayor capacidad para descender y concentrar
las lias en el fondo del tanque tras la consumacion de la fermentacion;
dicho proceso fermentativo tomo un tiempo de 5 dias bajo control en

condiciones fisicas.

i. Descubado
Al finalizar la fermentacion se realizé el descube en frio, operacion que
consistié en separar la chicha de las lias acumuladas en el fondo de los
depdsitos trasegar un contenedor a otro con la finalidad de separar las lias.
Es la forma de separar el vino limpio de las sustancias que le dan turbidez,

y por lo tanto es el modo de limpiar la chicha de manera natural.

j. Estabilizacion
La estabilizacion microbiol6gica se realizd con dos lavadoras ultrasonicos
de 40 y 42 kHz por diferentes niveles de tiempo 5, 10, 15y 20 min (Anexo
14y 15).

32



3.6.2. Analisis del efecto de la aplicacion de frecuencia ultrasénico

El andlisis de la estabilizaciéon de la chicha de jora, se basé en el estudio de
inactivacion de levadura (Saccharomyces cerevisiae) a través del recuento de las

UFC/mL y en propiedades turbimétrico.

a. Recuento de unidades formadoras de colonia (UFC)

El recuento de las unidades formadoras de colonia se observé en microscopio
electrénico bajo el uso de una camara neubauer; para el cual, se empleé la
metodologia propuesta por Delfi (1995), lo mismo consistié en los siguientes

procedimientos:

- Se tomo6 10 uL de la mezcla preparada en el paso 1 con la micropipeta.

- Se colocaron aproximadamente 400 uL de muestra homogeneizada en
un micro tubo y se afiaden 40 pL de azul de metileno. La muestra y el
colorante se mezclaron y se reposaron a temperatura ambiente durante 5
min.

- En seguida se sitan la punta de la pipeta en el borde del cubreobijetos,
en el extremo de la camara de neubauer (Anexo 16 y 17).

- La camara neubauer fue observada en el microscopio eléctrico y de
acuerdo a las observaciones se fijaron las regiones de la camara (Figura
7), posteriormente se calcularon las unidades formadoras de colonia a

través de la ecuacion 2.

1.00 mn.

@

0.05 am. T

) 2
' (D (1 | -
A - 4 4

0.25 mm.

33



Figura 7. Regiones de conteo de microorganismos en la camara de neubauer
improved.

Fuente: Delfi (1995).

Area = 0.2 mm x 0.2mm=0.04 mm?

Volumen = 0.04mm? x 0.1 mm = 4 x 103mm?3= 4 x10°mL

. Total celulas contadas .,
concentracion = x 250000 Ecuacion (3)
Numero de cuadrados

b. Anélisis de turbidimetria

Para la realizacion de la curva estandar de turbidez se trabaj6é con base en el
método descrito por Mc Farland (1907).

En la realizacion de la escala patrén, se empleé acido sulftrico (H2SO>) y cloruro
de bario (BaCly), posteriormente se mezclaron en una relacion de volimenes
como se detalla en la Tabla 10.

Se realizaron las curvas de turbiedad empleando un espectrofotometro a una
longitud de onda de 500 nm, cada una se las realiz6 por triplicado. Los resultados

se expresaron en unidades de absorbancia (Abs).

Tabla 10. Escala tradicional de turbiedad McFarland
Escala de Concentraciéon (células x BaClz: (0,048 M) H»SOs (0,36 N)

McFarland  10%) UFC/mL (mL) (mL)
1 300 0.1 9.9
2 600 0.2 9.8
3 900 0.3 9.7
4 1200 0.4 9.6
5 1500 0.5 9.5
6 1800 0.6 9.4
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7 2100 0.7 9.3

8 2400 0.8 9.2
9 2700 0.9 9.1
10 3000 1.0 9.0

Fuente: McFarland (1907).

3.6.3. Determinacién de parametros cinéticos de inactivacion de levadura

A partir de los datos de inactivacién obtenidos en los niveles de 40 y 42 kHz de
frecuencias ultrasénico experimentadas y evaluadas en 5, 10, 15 y 20 min, se

efectuaron simulaciones asistidas con un paquete informatico CurveExpert.

La forma acumulativa de la distribucién de Weibull:

N = Nyeb*t" Ecuacion (4)
Ln(N) = Ln(Ny) — (bt)™ Ecuacion (5)

Dénde: No y N representan a la concentracion inicial y final de células; b y n son

los factores de escala y forma respectiva; e Epsilon y t es el tiempo.

Ecuacién modificada de Gompertz

-BM _e—B(t-M)

Logi, Nﬁo =(Ce™® —Ce Ecuacion (6)

Dénde: No y N corresponden a la concentracion inicial y final de células; C es la
diferencia entre el valor mas alto y mas bajo de la asintota y el signo menos
significa inactivacion de microorganismos; B es la velocidad de muerte relativa a

tiempo de M, siendo M el tiempo en el cual la velocidad de muerte es maxima.
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Modelo de Geerard

ekmaxS1
+ Nyes
1+(ekmax51—1)*e—kmaxt

N(t) = (Ng = Nyes) * e~ maxt « ( Ecuacion (7)

Doénde: N (UFC/ml) representa la concentracion final de células; No (UFC/ml) es la
concentracion inicial de células; Nws es la concentracion de células residuales
(UFC/mL); kmax €s la velocidad especifica de inactivacion (1/unidad de tiempo); S1
es el parametro que representa el hombro (unidades de tiempo); t es el tiempo

(min).
3.6.4. Evaluacion de los modelos

Los datos experimentales se modelaron con la ecuacion modificada de Gompertz,
Geeraerd y Weibull. La calidad del ajuste de los modelos propuestos se evalué
por medio del coeficiente de determinacién R? (Ecuacion 8), para conseguir un
buen modelado de los datos experimentales y al RMS (desviacidn estandar de los

residuales Ecuacion 9).

.. 2 _ _ SSQtotal
Correjido R = |1 =

(n_l)(l_ssQregresion .
Ecuacion  (8)

RMSE = SD = /% Ecuacion  (9)

Dénde: n es el numero de observaciones, j es el nimero de parametros del
modelo, SSQ es la suma de cuadrados, y SD o RMSE es la desviacion estandar

de los residuales (Reyns, 2000).

La caracterizacién de las curvas de inactivaciéon se desarrollé graficando la
evolucion en la inactivacion celular de las levaduras en funcién al tiempo de
residencia en el ultrasonido. Para la validacion de los modelos experimentales se
recurrié al calculo del factor de ajuste (Ay) y factor de exactitud (Br) descrito por

Ross (1996) y mostrados en la ecuacion 10 y 11 respectivamente.

X[log(Xp/Xo)| L
Ar =10 n Ecuacioén (10)
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By = 10Z108(Xp/Xo)n Ecuacion (11)

Dénde: n es el numero de total de observaciones; Xp es el valor de predicho por
los modelos de ciclos logaritmicos inactivados, y Xo es el valor observado o
experimental. Un modelo validado de esta forma se considera como “seguro”
cuando el valor de Bf es menor o igual a 1 (Af y Bf mas cercanos de 1) (Ross,
1996).

3.6.5. Anédlisis estadistico

En el disefio experimental se estudiaron el efecto de varios factores sobre una o
varias respuestas (Figura 8), cuando se tiene el mismo interés sobre todos los
factores. El matriz de disefio factorial es el conjunto de puntos experimentales o
tratamientos que pueden formarse considerando todas las posibles
combinaciones de los niveles de los factores (Gutiérrez, 2003). Se utilizaron el
matriz de disefio o arreglo factorial de 2x4 con tratamientos que pueden formarse
considerando todas las posibles de combinacion de los niveles. Asi, K= 2 factores
y con dos niveles en el factor frecuencia ultrasénico y cuatro niveles en el factor

tiempo.

Variable Independiente Variable Dependiente

. , . Proceso de Estabilizacion m. (UFC,
Frecuencia Ultrasdnico

estabilizacion Turbidez)
Tiempo microbioldgica Parametros cinéticos.
(Inactivacién) Factores de evaluacion y

validacién de modelo

Figura 8. Diagrama de contrastacion de variables.

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 14. Matriz de disefo factorial mixto 2x4

Tratamientos | Frecuencia Ultrasénico Tiempo
(kHz) (min) Estabilizacién microbiolégica
UFC/mL Turbidez (Abs)
1 40 5 Yu11 YT11
2 40 10 Yuiz Y112
3 40 15 Yuis Yt13
4 40 20 Yuis Yt14
5 42 5 Yu21 Y121
6 42 10 Yuz2 Y122
7 42 15 Yuzs Y23
8 42 20 Yu2a Y124

Dénde: Yux representa a las unidades formadoras de colonia (UFC/mL) bajo la combinacién de frecuencia ultrasénico y tiempo, Yrtxn

representa la turbidez bajo la combinacién de frecuencia ultrasénico y tiempo.
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3.6.6. Analisis del disefio factorial mixto

El modelo estadistico para el disefio factorial mixto esta dado por:
Yig =u+a;+ B+ (af);j + & Ecuacion (12)

Donde:

Yix: Inactivacién microbiolégica y Turbiedad de la i observacién bajo la

combinacion del j valor de la frecuencia ultrasonico, k valor del tiempo.
u: es la media general.

a;: El efecto de i nivel de la variable de tratamiento A.

p;: El efecto de j nivel de la variable de tratamiento B.

(ap);j- Representa al efecto de interaccion entre i del valor A'y j del valor B.
&ji- Es el error aleatorio

Donde:

A: Frecuencia ultrasonico

B: tiempo de tratamiento

UFC/mL: concentracion de unidades formadora de colonia en un mililitro
Prueba de Hipotesis

Para la prueba de hipoétesis se estimo las siguientes hipotesis:

a. Frecuencia ultrasénica
Ho: Efecto A=0; La frecuencia ultrasénica no afecta en la inactivacion.
Ha: Efecto A#0; La frecuencia ultrasonica afecta en la inactivacion.
Ho: Efecto A=0; La frecuencia ultrasénica no afecta en la turbidez.

Ha: Efecto A#0; La frecuencia ultrasoénica afecta en la turbidez.

b. Tiempo
Ho: Efecto B=0; El tiempo de tratamiento no afecta en la inactivacion.
Ha: Efecto B#0; El tiempo de tratamiento afecta en la inactivacion.
Ho: Efecto B=0; La frecuencia ultrasénica no afecta en la turbidez.

Ha: Efecto B#0; La frecuencia ultrasonica afecta en la turbidez.
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c. Interaccion frecuencia ultrasénica x tiempo
Ho: Efecto AB=0; la frecuencia ultrasonica x tiempo de tratamiento no
afecta en la inactivacion.
Ha: Efecto AB#0; la frecuencia ultrasonica x tiempo de tratamiento afecta
en la inactivacion.
Ho: Efecto AB=0; la frecuencia ultrasénica x tiempo de tratamiento no
afecta en la turbidez.
Ha: Efecto AB#0; la frecuencia ultrasénica x tiempo de tratamiento afecta

en la turbidez.

Andlisis de varianza

De acuerdo a la prueba de normalidad descrita en el Anexo 6, se utilizé estadistica

paramétrica en su efecto andlisis de varianza (Tabla 11).

Tabla 11. ANOVA para un disefio factorial.

Fuente de Suma de Grado de Cuadrado FO Valor-p

variabilidad cuadrados libertad medio

Efecto A SC, a-1 CM, CM, P(F>FZ)
CMg

Efecto B SCy b-1 CMpg CMp P(F>F§)
CMy

Efecto AB SCyp (k-1)(b-1) CM,p CMyp P(F>F4'B)
CMy

Error SCg ab(n-1) CMg

Total SC; abn-1

Fuente: Gutiérrez (2003).
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de la aplicacién de frecuencia ultrasonica en la inactivacion
microbiolégica

4.1.1. Andlisis de unidades formadoras de colonia (UFC)

El andlisis de inactivacion microbiolégica (Tabla 6) muestra el resultado de la
variabilidad del namero de células (Saccharomyces cerevisiae) supervivientes
después del tratamiento ultrasonico, en ello se observa que una frecuencia minima
de trabajo (40 kHz) es capaz de reducir 0.70 ciclos logaritmicos en 20 minutos; del
mismo modo con una mayor frecuencia ultrasénica (42 kHz) se obtuvo una

reduccion de 0.64 ciclos logaritmicos en el mismo intervalo de tiempo.

Tabla 6. Analisis de inactivacion de unidades formadoras de colonia

Frecuencia ultrasénico

40 kHz 42 kHz
TIEMPO X Log(UFC/mL) S X Log(UFC/mL) S
5 min 6.32 +0.03 6.07 + 0.06
10 min 6.17 +0.02 5.99 4+ 0.01
15 min 6.06 +0.06 5.90 + 0.10
20 min 5.88 0.00 5.79 + 0.04

De acuerdo a la curva de inactivacion microbiolégica de Saccharomyces
cerevisiae (Figura 9) bajo el efecto del tratamiento ultrasénico a 40 kHz muestra
una fraccién logaritmica inicial de 6.32, en los primeros minutos de tratamiento se
experimenta una tendencia a la reduccién cuasi vertical posteriormente se observa
una inflexién en la curva para mantener una tendencia uniforme de reduccién o
inactivacién que concluye en una fraccion logaritmica de 5.88 a los 20 min.
Mientras a una frecuencia ultrasonica de 42 kHz se muestra una tendencia a la
reduccién pronunciada siendo 6.07 ciclos logaritmicos en los primeros 5 minutos,
posteriormente una inflexién en la curvatura indica la reduccion a una fraccion
logaritmica de 5.79 a los 20 min de tratamiento; del mismo modo haria falta de
una reduccién de 5 ciclos logaritmicos para lograr una esterilidad comercial
(Anexo 11).
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Figura 9. Curva de inactivacién microbiolégica de Saccharomyces cerevisiae a
40 y 42 kHz de tratamiento.

Segun a las dos curvas de inactivacion (Figura 9), la inactivacion microbiolégica
estd en funcion al tiempo de tratamiento ultrasénico, lo que permite corroborar la
efectividad de dicho proceso en términos de inactivacion. Del mismo modo Oscar
et al., (2011) reporta que la carga disminuye significativamente al aumentar el
tiempo de exposicion, siendo mas efectivos los tratamientos a 25 kHz, en los
cuales se obtienen reducciones de hasta un 54.7 % (después de 60 min de
tratamiento). Tiempos iguales de exposicién a la mayor frecuencia (de menor
intensidad), logran disminuir la carga hasta en un 46.97 %. Del mismo modo Mejia
(2012), determiné la cinética de inactivacién tratamientos ultrasénicos con
frecuencia de 24 kHz y amplitud de 120 um, fueron efectivos para reducir la
concentracion celular S. cerevisiae, en 1,1 ciclos logaritmicos en 10 min. De
acuerdo a la intensidad del tratamiento se correlacionan también los dafios que
pueden ser 0 no reparados por las células. El choque osmotico ocasiona cambios
rapidos de movimiento de agua a través de las membranas con extrusion del
contenido periplasmico (Schleyer, 1993).

Mafas y Pagan, (2005) reportaron que la disminucién de carga microbiana debido
al ultrasonido sigue la misma tendencia en los primeros minutos, periodo en el que
se presenta la mayor disminucién de la poblacién tanto para Escherichia coli (1.77
ciclos logaritmicos) como Staphylococcus aureus (0.66 ciclos logaritmicos),

ademds las bacterias presentan esporas mas resistentes que las levaduras, la
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pared celular de las bacterias Gram (+) tienen mas rigidez que las bacterias Gram
(-)(Colwell y Grimes, 2000).

Herrero y Romero, (2006) sefialan que la muerte celular se debe a la cavitacién.
Del mismo modo Joyce et al., (2003) sostiene que fendmeno de cavitacién causa
el colapso violento de burbujas que liberan toda la energia acumulada,
ocasionando incrementos de temperatura instantaneo y focal, el choque
mecanico. Por lo tanto, la rupturas y adelgazamiento de las membranas celulares,
y el stress por un periodo de tiempo dependiendo de la frecuencia son lo factores
de la muerte celular (Entezari et al., 2004). En bacterias Gram negativas se altera
la permeabilidad de la membrana externa promoviendo la salida de proteinas
periplasmicas al medio externo permitiendo identificar agregados de proteinas
intracelulares desnaturalizadas (Chen et al., 2004).

Figura 10. Micrografia de células de levadura Saccharomyces cerevisiae a mil
aumentos, tras el tratamiento ultrasonico.

Segun la figura 10, se muestra una lisis celular tras el tratamiento o exposicion
ultrasénico, el cual evidencia la perdida de la forma original de la levadura y la
ruptura en la membrana Celular citoplasmatica, una estructura fina que rodea
completamente a la célula. Es una estructura vital de tan sélo unos 8 nm, la ruptura
de la membrana afecta la integridad de la célula liberAndose al medio los
componentes que la integran y produciéndose la muerte celular o autolisis.
(Madigan, 2004). Esto significa la pérdida irreversible de su potencial reproductivo

(desarrollo y division) (Colwell, 2000).

Por otra parte, hay células que no fueron afectados por el ultrasonido y que
conservan su integridad biolégica, ya que hay una parte de ellas que sobreviven,
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lo cual se debe a que una parte de los sdlidos suspendidos de la muestra tratada
por ultrasonido funcionan como un escudo para los microorganismos (Karel,
2003).

Tabla 7. Andlisis de Varianza para UFC en chicha de jora.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razé6n-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:Frecuencia 0.19 1 0.17 84.75 0.00

Ultrasénico

B:Tiempo 0.42 1 0.41 196.61 0.00

AB 0.02 1 0.02 8.09 0.01

Error total 0.04 19 0.01

Total (corr.) 0.65 23

En la Tabla 7, se muestran los resultados de andlisis de varianza para la
estabilizacion microbiolégica en la chicha de jora; dichos resultados muestran que
la frecuencia ultrasénica (A) y el tiempo (B) poseen efecto significativo al 95 % de
nivel de confianza (P<0.05) sobre la inactivacion de Saccharomyces cerevisiae.
Del mismo modo, la interaccion de los factores tiempo y frecuencia ultrasénico
(AB) tienen un efecto significativo en la inactivacion; por tanto, se rechazé la

hipétesis nula (HO) para admitir la hipétesis alterna (Ha).

Cox (2002), reportdé el efecto de ultrasonido combinado con agentes
desinfectantes en la inactivacion de Salmonella typhimurium presente en
alimentos minimamente procesados (Frutas y hortalizas). En ello se logré una
reduccion de hasta 2.7 ciclo logaritmicos en un tiempo de 10 min y en un rango de
frecuencia de 32 — 40 kHz.

Por otra parte Ortufio (2014), aplicé ultrasonido de potencia para la mejora de
procesos de inactivacion con fluidos supercriticos, en ello la viabilidad de las
levaduras comenz6 a decaer rapidamente después de 1 min. Después de 0.5 min
de tratamiento, hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre la cinética de
inactivacién a las 100 y 350 bar, después de 2 min de tratamiento, la inactivaciéon
total (7 ciclos logaritmicos). Esta reduccién se efectlla en un periodo de tiempo
muy corto evidenciando una mayor efectividad del proceso denominado

manosonicacion (Knor et al., 2004).

Los tiempo de inactivacion y la sensibilidad a las diferentes frecuencias
ultrasonicos, se debe al tipo de microorganismo, ya que algunos pueden ser mas

suceptieble al ultrasonido, en general se ha visto que las celulas largas 0 mas
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grandes son mas sencibles al ultrasonido, por que a mayor tamafio hay mayor
area de superficie de las celulas y los mismos reciben mayor presion de cavitacion,
finalmente comviertiendo en el mas vulnerable (Mason, 1998). La radiacion
ultrasonica ha demostrado tener una potencia alta para ser usada en la

inactivacion de poblaciones bacterianas (Piyasena et al., 2003).

B:Tiempo

A:Frecuencia Ultrasonico

AB

0 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

Figura 11. Diagrama de Pareto para inactivacion microbiana.

En la Figura 11, se muestra que el factor tiempo de exposiciéon (B) tiene mayor
influencia frente a la frecuencia ultrasénico (A), del mismo modo la interaccién de
los factores (AB) afecta en la inactivacién, mientras el efecto cuadratico de los
factores posee influencias no activas (Anexo 5). El parametros critico de
inactivacion es el tiempo de exposicion, se demuestra que a mayor tiempo de
exposicion, habra mayor inactivacion microbiana. Por otra parte, la inactivacion
efectuada con ultrasonido evidencia una relacién entre la carga de levadura

sobrevivientes (UFC/mL) y el tiempo de tratamiento (Mafias & Pagan, 2005).

La predominancia de los factores en el rol de inactivacibn también esta
determinada por el nivel del ultrasonido, como lo registraron Joyce et al., (2003) al
usar frecuencias de 850 kHz y compararlas con 38 kHz siendo las primeras

notablemente influyentes (Raso et al., 1998).

4.1.2. Anélisis de turbidimetria
La escala tradicional McFarland representado en la Figura 12, se construyo
mediante el analisis turbidimétrico en precipitado de sulfato de bario (Acido

sulfurico y cloruro de bario), dicha curva de calibracion relaciona la absorbancia
con las unidades formadoras de colonias (UFC/mL).
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Figura 12. Estimacion de la concentracién de Saccharomyces cerevisiae basado
la escala de McFarland.

La figura permitié determinar la ecuacion lineal (Tabla 8) para la interpolacién de
la concentracion celular del microorganismo estudiado (Saccharomyces

cerevisiae).

Tabla 8. Ecuacion de linealidad obtenida del ensayo espectrofotométrico

Pendiente 0.0711
Ordenada en el origen 0.0277
Ecuacion lineal Yaps = 0.0711A4bs Jufcml™ x + 0.0277 4p5

Ecuacion de Interpolacion UFC/mL=(Abs-0.0277)/0.0711

Coeficiente de correlaciéon 0.993

De acuerdo a la Figura 13, se muestran los resultados de inactivacion de
Saccharomyces cerevisiae determinadas bajo criterios de turbidez; en ello se
determiné la reducciéon en la densidad optica o turbiedad (Anexo 2); por
consiguiente, la curva de inactivacion evidencia una pendiente hacia la
disminucion de la fraccién logaritmica. De acuerdo a los resultados
espectrofotométricos el nivel de turbiedad al termino del tratamiento ultrasénico a

40 kHz es de 0.11 Abs (6.028 ciclos logaritmicos) del mismo modo a un
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tratamiento de 42 kHz se estimé una turbiedad de 0.08 Abs (5.92 ciclos

logaritmicos).

6.5

Log(UFC/ml)
o o o
N w »

o
N

5.9
0 5 10 15 20 25

Tiempo (min)

Figura 13. Curva de inactivacion de Saccharomyces cerevisiae a 40 y 42 kHz de

tratamiento ultrasonico.

La turbiedad, muestra una correlacion con la presencia de unidades formadores
de colonia, siendo mayor la absorcion de la luz; por lo tanto, a mayor densidad
Optica hay mayor poblacion de levaduras en la chicha de jora. Asi los diferentes
autores mencionan que la reduccion de la intensidad de luz transmitida es
consecuencia de la difraccién de la luz por parte de las células. (Rattanasomboon,
1999). Asi, la turbidez en las bebidas se debe a las siguientes causas: bioldgica,
coloidal y una quimica, ésta ultima debido a diversos agentes como el oxalato de
calcio (Ros, 1980). Segun Clerck (1957), la descomposicion biolégica no es la
Unica causa de deterioro, también lo es la turbidez coloidal.

Segun y Whiteley, (2004) reportan una absorbancia de 0.200 correspondiente a
una poblaciéon de 2x108 UFC/mL en el crecimiento de P. fluorescens en un caldo
nutritivo estéril, por otra parte (Quevedo, 1987) reporto la turbidez visible en el
crecimiento de bacterias (Enterobanter aerogenes y de Staphylococcus
epidermidis) en soluciones salina al 0.85%, dextrosa al 5 %, manitol al 20 %, su
méxima concentracion alcanzada espectrofotométricamente fueron valores hasta

de 0.015 de absorbancia equivalente a una poblacién superior de 1x10° UFC/mL.
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Los altos niveles de turbidez que se reportan, esta asociada a la saturacion del
medio de crecimiento. Esta saturacion pudo ser provocada por una mala
sedimentacién de levaduras en la etapa de reposo, ya que segun lo sefialado por
Doyle et al. (1997), un contenido de 1 x 10° UFC/mL de levadura forma turbidez.
Al respecto hay que sefalar que se ha establecido que el contenido de levadura
es una de las variables mas determinantes en el rendimiento de la filtracion y por
consiguiente en la densidad 6ptica. Ademas la absorbancia varia en funcion al tipo
de microorganismo de estudio, ello podria deberse al tamafio, la levadura 100 um-
10 um mientras de los bacterias 5 um-0.2 um (Matthews y Maxwell, 2007).

En la Tabla 9, se muestran los resultados de Andlisis de Varianza (ANOVA) para
la densidad Optica, segun a dicha tabla el Valor — P de la frecuencia ultrasénica y
tiempo de tratamiento es menor al nivel de significancia (0.05), en tanto dichos
factores influyen en la densidad éptica de la chicha de jora, con un nivel del 95.0
% de confiabilidad. Asimismo, la interacciéon de tiempo y frecuencia ultrasénica

tiene efecto significativo.

Tabla 9. Andlisis de Varianza para turbiedad.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados

A:Frecuencia 0.01 1 0.01 28.89 0.00

Ultrasoénico

B:Tiempo 0.04 1 0.04 305.05 0.00

AB 0.00 1 0.00 7.42 0.01

Error total 0.00 19 0.00

Total (corr.) 0.04705 23

En la Figura 14 se observa el diagrama de Pareto, en ello el factor tiempo posee
mayor influencia en comparacion a la frecuencia ultrasénico, ademas la

interaccion AB influye sobre la turbidez.
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Figura 14. Diagrama de Pareto para turbidez de chicha de jora.

De acuerdo a los efectos principales (Anexo 7), a mayores niveles en tiempos de
exposicién y en frecuencia ultrasénica (42 kHz) se observa mayor efecto sobre la
turbidez. La interaccién de frecuencia ultrasénico y tiempo determinan la muerte
celular y los mismo implica la reduccion en la biomasa microbiana y por
consecuencia en la turbidez. Esto se puede explicar frecuentemente por el
fendmeno de refraccién, cuando el haz de luz pasa por una celda que contiene
particulas dispersas con un indice de refraccion diferente del medio, la intensidad
del haz saliente de la celda es menor debido al efecto de la dispersion. Las
diferencias encontradas en la cinética de las fermentaciones a escala de
laboratorio y piloto pueden estar relacionadas con variaciones en el
comportamiento de la levadura debido a la dificultad para promover una adecuada

agitacion durante la toma de muestras y la sedimentacion celular (Gomes, 2010).

4.2. Determinaciéon de parametros cinéticos de inactivacion de levadura
(Saccharomyces cerevisiae)

De acuerdo a los resultados del recuento microbiano (Tabla 10) se desarrolld
modelos mateméticos basados en el modelo Weibull, Gompertz y Geerard

propuestos en las ecuaciones 4,5y 6.

49



Tabla 10. Recuento microbiano de unidades formadoras de colonia a diferentes
tiempos de tratamiento.

Frecuencia ultrasénico

40 kHz 42 kHz
TIEMPO Log (UFC/mL) S Log (UFC/mL) S
0 min 6.58 +0.00 6.54 +0.02
5 min 6.32 +0.03 6.06 +0.06
10 min 6.15 +0.02 5.96 +0.01
15 min 6.06 +0.06 5.92 +0.08
20 min 5.88 +0.00 5.88 +0.04

La curva de inactivacién obtenidas a una frecuencia de 40 kHz de exposicion se
distingue por una curva de sobrevivencia cuasi — lineal; esto explica la sensibilidad
de la levadura a factores de cavitacion generada a una frecuencia de 40 kHz, ya
gue la mayoria de bacterias son capaces de crecer a presiones de hasta 20 - 30
MPa, presiones superiores a esta inducen cambios de tipo morfolégico,
bioquimico y genético, que tienen en la membrana y la pared celular de los

microrganismos (Raventos, 2003).

Weibull == Gompertz == Geerard Dispersion
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Figura 15. Curvas de inactivacion descritos por la distribucion de Weibull,

ecuaciéon modificada de Gompertz y Geerard a una exposicion de 40 kHz.

De acuerdo a la Figura 15 los modelos microbiolégicos predictivos generan
distribuciones similares para la concentracion final de Saccharomyces cerevisiae,

siendo la media 5.88 log UFC/mL; mientras la distribucién de concentracion inicial
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defiere, el modelo Gompertz muestra valores inferiores debido a que el modelo
toma en consideracion la concentracion méaxima de microorganismos que

alcanzan en la fase inicial de inactivacion.

Segun la Figura 16, de curvas de sobrevivencia de Saccharomyces cerevisiae, se
denota por una mayor tasa de muerte durante los primeros 3 minutos. A esta
frecuencia ultrasonica los resultados de la distribucion de Weibull, Gompertz y
Geerard describen una cola que representa a las células sobrevivientes con mayor
resistencia o tal vez son las que se adaptaron al medio y a la temperatura elevada
provocada por la cavitacion. Ortufio (2014), aplicé ultrasonido de potencia, en ello
la variabilidad de las levaduras comenz6 a decaer rapidamente después de 1 min.
Después de 2 min de tratamiento, la inactivacion total se estimé en 7 ciclos

logaritmicos.

—&- Weibull == Gompertz Geerard Dispersion

P
()]
(]

6.45
6.35
6.25
6.15
6.05

Log UFC/mL

5.95

5.85 - -

\—,_V

5.75 X

MIN

Figura 16. Curvas de inactivacion descritos por la distribucion de Weibull,

ecuaciéon modificada de Gompertz y Geerard a una exposicion de 42 kHz.

Las curvas de inactivacion a 42 kHz de exposicion ultrasénica (Figura 16)
muestran una tendencia diferente de la forma lineal, se observan fenémenos de
cola, dicha forma no-lineal es cominmente observada en estudios de inactivacion
de los microorganismos (Bacterias y levaduras) la explicacion fisica de este
fendmeno es definida como la presencia de células remanentes después del

tratamiento (Buzrul et al., 2008).

51



Coroller et al., (2012), afirman que las células sobrevivientes presentan una mayor
resistencia al tratamiento aplicado y una probabilidad muy baja de morir. Mientras
una fraccion de la poblacién superviviente en su proceso de adaptaciéon al medio,
se puede volver mas sensible, y por lo tanto el dafio acumulado provocado haria

gue las bacterias no sobrevivan.

La forma céncava en la curva de inactivacion es provocada por la intervencion de
los otros factores (amplitud de onda ultrasonido), esto concuerda con lo postulado
por (Lee et al. 2009) quien afirma que un agente letal esta involucrado en un
proceso de inactivacion, por lo que se observan diferentes curvas de tipo no lineal,
siendo indicativo de la existencia de poblacion microbiana con diferente
resistencia a los agentes letales. Asimismo, cada célula de la poblacion se
encuentra en un estado fisiolégico diferente que determina el tiempo que va a

tardar en inactivarse.

Parametros cinéticos de inactivacion

Tras las regresiones no lineales se obtuvieron los valores de los parametros
cinéticos (Tabla 11) para los modelos Weibull (b: Factor de escala y n: Factor de
forma), Gompertz modificado (C: Diferencia entre el valor mas alto y el mas bajo
de la asintota, B: Velocidad de muerte relativa UFC/min y M: tiempo en el cual la
velocidad de muerte es maxima) y Geerard (K: velocidad especifica de
inactivacion, S: Pardmetro que representa el hombro y N: Es la concentracién de

células residuales), para cada nivel de frecuencia ultrasénico.

Tabla 11. Parametros cinéticos de los modelos predictivos de inactivacién de

Saccharomyces cerevisiae.

Modelo Trat. Parametros cinéticos
Weibull 40KHz b=0.0724 +0.0113 n=0.7639 + 0.0527

42 KHz b =0.1984 + 0.047 n =0.4526 + 0.0998
Gompertz 40KHz C=11.4319+1.976 B=0.0364 + 0.005 M=-18.4696+ 0.9189
modificado 42 KHz C=9.6212+ 2.198 B=0.1671+0.0297 M=-15.9306+ 4.3291
Geerard 40KHz  Kmax=0.0393+0.006 S;=-17.9968+ 7.8972 Nrs=5.2522+ 0.0816

42 KHz  Knax=0.21740.0874 S1=-10.323314.2363 N s=5.8188+ 0.0409

Dénde: b (log UFC/mL min'); C (log UFC/mL); B (Log UFC/mL min); M (min); Kmax (log
UFC/mL min?); S; (min).
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La distribucién de Weibull corresponde a una curva céncava, dado que n (0.76 y
0.45) <1 (Peleg y Cole, 1998). El factor de forma (n) es inferior a 1 lo que indica
gue hay una determinada proporcion de células en la poblacién que son muy
sensibles, quedando las mas resistentes para los tiempos finales en los que estas
células resistentes van muriendo lentamente. La forma concava es resultado del
dafio progresivo en cada pared celular provocado por un agente inactivante, que
no son letales pero que se van acumulando hasta alcanzar un nimero suficiente
de ellos que provocarian la muerte, en general el proceso de inactivacién de
muchos microorganismos no sigue un comportamiento linial (Peleg y cole. 1998).
Avila, (2013) sefala que la distribucion de Weibull toma su importancia por su

sencillez y su capacidad de modelar curvas de supervivencia.

De acuerdo al modelo Gompertz modificado para una frecuencia de tratamiento
40 kHz se estim6 una velocidad de muerte relativa (B) de 0.036 Log (UFC/mL)
min, alcanzando una méxima velocidad de muerte a los 18 minutos; mientras a
una frecuencia de 42 kHz se estimé una velocidad de muerte relativa (B) de 0.167

log(UFC/mI) min a una velocidad maxima alcanzada a los 15.8 minutos.

Valbuena (2005) demostré que modelo primario utilizando la ecuacion de
Gompertz permite ajustar mejor una curva de inactivacion. Mientras el modelo de
Gompertz modificado, inicialmente descrito para curvas con forma sigmoideas
asimétricas de crecimiento (Zwietering et al., 1990), luego este modelo no lineal
fue demostrado para curvas de inactivacion en L. monocytogenes Scott en leche
para lactantes Linton et al., (1995) presenta hombros y colas, por lo que no es el

modelo que mas se ajusta a los resultados obtenidos.

4.3. Evaluacion de los modelos

Las evaluaciones comparativas del ajuste de los modelos predictivos empleados
en esta investigacion se efectuaron a través del calculo del coeficiente de
determinacién (R?) y la desviacién estandar de los residuos (RMSE). La
representacion del ajuste proporcionado por cada modelo se puede observar en
la Tabla 12; en el cual, el modelo de Weibull se ajusta mejor a los datos
experimentales ya que a valores pequefios de RMSE y valores cercamos a 1 de
R? indican buena calidad del ajuste (R? =0.974 y R? =0.985 para 40 y 42 kHz),
seguido de modelo Geerard (R? =0.852 y R? =0.953) y finalmente por la ecuacién
de Gompertz modificado (R? =0.970 y R? =0.856 para 40 y 42 kHz).

53



Tabla 12. Coeficiente de determinacién (R?), desviacion estandar de los residuos
(RMSE) para los tres modelos propuestos.

F. Weibull Gompertz Geerard
Ultrasénico

R? RMSE R? RMSE R? RMSE
40 kHz 0.974 0.041 0.852 0.057 0.970 0.040
42 kHz 0.985 0.034 0.953 0.056 0.856 0.72

Para evaluar la capacidad de un modelo para predecir la respuesta de los
microorganismos bajo ciertas condiciones del entorno (McMeekin et al., 1993), a
efectos de profundizar la comparacién de los modelos se recurrié a la validacion
de los modelos a través del calculo del factor de ajuste (Ar) (ecuacion 9) y factor
de exactitud (Br) (ecuacion 10). Los valores obtenidos se representan en la Tabla
13; muestran al modelo Weibull con un error minimo en la predicciéon (Ar: 1.004),
lo cual indica cuanto difiere la prediccion del modelo de los datos observados.
Ortufio (2014), determino que el modelo Weibull y la funcion Gompertz.se
adaptaron satisfactoriamente a la cinética de inactivacion de E. coliy S. cerevisiae.
Las principales ventajas del modelo basado en la distribucién de Weibull es la

sencillez y su capacidad de modelar curvas de supervivencia (Avila, 2013).

Tabla 13. Factor de Ajuste (Ar) y factor de exactitud (Bf) para cada modelo
matematico.

F. E. Weibull Gompertz Modificado M. Geerard
Ultrasonido Af Bf Af Bf Af Bf
40 kHz 1.004 1.001 1.012 0.988 1.005 0.997
42 kHz 1.004 1.001 1.008 0.996 1.014 0.989

En cuanto al factor de exactitud el modelo Weibull (Bf: 1.004) es el modelo mas
conveniente y seguro al predecir la respuesta de la inactivacién bacteriana a los
dos niveles de tratamiento ultrasénico, seguido por el modelo Gompertz
Modificado (Bf: 0.988 y Bf: 0.996 para 40 y 42 kHz respectivamente); lo mismo es
evidenciado en la simulacién de las curvas con mayor ajuste (Anexo 9). Valbuena
(2005), aplic6 un modelo cinético al crecimiento de Lactococcus lactis subsp.
lactis; en ello se estimaron los principales parametros que describen el crecimiento
microbiano (tiempo de adaptacion, tasa maxima de crecimiento exponencial y

tiempo de generacion).
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CONCLUSIONES

- De acuerdo a las evaluaciones, a niveles altos en frecuencia ultrasénico y
tiempo de tratamiento (40 kHz; 20 min) se logré inactivar hasta fraccion
logaritmica de 5.88 UFC/mL, de la poblacion de Saccharomyces

cerevisiae.

- El estudio del efecto de aplicacion de frecuencia ultrasénico en la
inactivacion de levadura (Saccharomyces cerevisiae) a través del recuento
directo de UFC y turbidimetria demuestran, que la frecuencia ultrasénica y

el tiempo de tratamiento son factores que afectan en la inactivacion.

- Los parametros cinéticos de inactivacion se determinaron a partir de los
modelos Gompertz modificado, Geerard y Weibull siendo este el tltimo con
mejores propiedades de ajuste en sus parametros factor de escala (b) y
factor de forma (n).

- La cinética de inactivacién microbiolégica de lavadura (Saccharomyces
cerevisiae) se modelizaron bajo los modelos: Weibull, Gompertz y Geerard
a 40y 42 kHz de frecuencia ultrasoénica, siendo el primero el mas adecuado
para describir las curvas de inactivacion de Saccharomyces cerevisiae,
presenta las mejores relaciones estadisticas R? =0,979, RMSE= 0,038 y

mejores indicadores de validacién de modelo A=1,004 y B=1,001.
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RECOMENDACIONES

- Estudiar el efecto de los ultrasonidos de alta potencia para su
implementacion a nivel industrial, como una alternativa de estabilizacion

microbiolégica en los procesos de fermentacién alcohdlicas.

- Para lograr mayor efectividad en la estabilizacion y recortar los tiempos de
proceso se recomienda el uso del ultrasonido combinado con otros
factores inactivadores de microorganismos, como lo es la presién, rayos

UV y temperaturas moderadas.

- Realizar analisis de microscopia SEM para cualificar a nivel intracelular del

Saccharomyces cerevisiae el efecto del ultrasonido.

- Realizar un estudio para determinar la influencia del ultrasonido en las

propiedades sensoriales y enzimaticas dela chicha de jora.

- Por su calidad de ajuste, utilizar el modelo Weibull para curvas de

inactivacion de Saccharomyces cerevisiae tratados por ultrasonido.
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Anexo 1. Matriz de consistencia

TITULO | PROBLEMA OBIJETIVOS HIPOTESIS DEFINICION DE OPERACION Y RECOLECCION DE DATOS
PROBLEMA OBIJETIVO HIPOTESIS VARIABLE | DIFINICION DIMENS | INDICA | VALORE | DISENO O INSTRUME
GENERAL GENERAL GENERAL ION DOR S ESC. METODO NTO
§ ¢Cual es el _e,fecto Evaluar el efecto de la _ Frecut?npla _ A,\n_aI|3|s 40, 42 kHz Experimental | Tina o
S de la aplicacion de aolicacion de La frecuencia de | ultrasonico | Se refiere ala fisico kHz ultrasonica
Z frecuencia frgcuencia ultrasonido y tiempo | y Tiempo frecuencia 'y
o ultrasénico Y | Ultrasénicos v tiempo afectan en la tiempo de 5,10,15 | Min Cronémetro
s tiempo en la Y 1EMPO | ostapilizacion tratamiento y 30 min
o i en la estabilizacién . S
= & | estabilizacion microbiologica de | Microbiologica  de
> = | microbioldgica de . ) chicha de jora Experimental
o u . ; chicha de jora.
O O | chicha de jora?
g £ | écomo afecta la Determinar el ’efecto La frecuencia de Inactivacio Se re_fier(_a’a la A’\n_élisis UFC/mL | UFC Experimental | Camara
Q2 PR de la aplicacion del | ultrasonido y tiempo | n UFC/mL | inactivacion fisico Neubauer
£ T | aplicacién del ! - ; P
& O | frecuencia frecuencia ultrasénico | afectan en la microbiologica
3 a) ultrasénico ylY t_iemp}o en la | inactivacion de de la levadura Experimental )
<3 | tempo en la | inactivacion de | levadura ) (Sacc_haromyces Analisis | ABS ABS Espectrofotd
© O | inactivacién  de | levadura. Turbidez | cerevisiae) fisico metro UV-
% g levadura? y turbidez Visible
W o ¢Cuales son los | Determinar los | Es posible | Pardmetro | Se refiere a Analisis Weibull B, t Descriptivo CurveExpert
L parametros parametros de los | determinar s cinéticos | pardmetros del descriptiv | (b yn)
8 “3’ cinéticos de los | modelos Weibull, | parametros del modelo o] Gompert
5 = | modelos Weibull, | Gompertz y Geerard | modelo Weibull matematico de z (C, B,
o 8 Gompertz y | en la cinética de | Gompertzy Geerard inactivacion M)
E_E g | Geerard? inactivacion en la cinética de Geerard
- inactivacion (S.n, k)
fc g ¢Cuale es el | Modelizar y evaluar la | Los modelo | Factores Se refiere a los Analisis R?, B, t Descriptivo CurveExpert
09 modelo cinética de | Weibull, Gompertzy | de indicadores de descriptiv | RMSE
a matematico de la | inactivacion de | Geerard poseen | evaluacion | ajuste de los o
o cinética de | levadura a 40 y 42 | mayor propiedad de | y modelos
Q inactivacion? kHz de frecuencia | ajuste. validacion Ary Bt
i1 ultrasénica.
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Anexo 2. Andlisis espectrofotométrico

Frecuencia ultrasénico

40 kHz 42 kHz
Tiempo ABS S ABS S
5 min 0.2330 +0.0154 0.1817 +0.0166
10 min 0.1677 +0.0045 0.1507 +0.0006
15 min 0.1370 +0.0062 0.1233 +0.0040
20 min 0.1037 +0.0055 0.0867 +0.0058
Anexo 3. Analisis colorimétrico de la chicha de jora
Frecuencia  Tiempo Colorimetria
ultrasénico  (min)
(kH2) - . =
40 5 23.55 1.29 -1.81
10 23.18 1.76 -1.67
15 25.32 1.22 -3.23
20 26.05 1.24 -3.12
42 5 25.17 1.09 -3.34
10 26.11 1.08 -3.34
15 25.87 1.17 -3.32
20 26.21 1.08 -3.26

Anexo 4. Grafico de interaccion: Inactivacion UFC (a) y turbiedad (b).
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Turbiedad
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Anexo 5. Grafico de efectos principales: Inactivacion UFC (a) y turbiedad (b).
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Anexo 6. Prueba de normalidad basado en Shafiro — Wilk

Prueba de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
. . Estadisti _
Estadistico gl Sig. co gl Sig.
Log
(UFC/m 0.136 24 0.200° 0.956 24 0.363
1)
Abs 0.103 24 0.200° 0.955 24 0.352

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

Significancia log (UFC/mL) 0.363>0.05 / Significancia Abs 0.352>0.05; los datos
poseen una distribucion normal.

Anexo 7. Test LSD Fisher (UFC)

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,14488
Error: 1,7500 gl: 16
FRE Medias n E.E.
40,00 13,54 12 0,38 A
42,00 8,75 12 0,38 B

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,61910
Error: 1,7500 gl: 16

TEMP Medias n E.E.

5,00 16,25 6 0,54 A

10,00 11,67 6 0,54 B
15,00 9,83 6 0,54 C
20,00 6,83 6 0,54 D

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2,28976
Error: 1,7500 gl: 16
FRE TEMP Medias n E.E.

40,00 5,00 20,83 3 0,76 A

40,00 10,00 14,17 3 0,76 B

42,00 5,00 11,67 3 0,76 C

40,00 15,00 11,67 3 0,76 C

42,00 10,00 9,17 3 0,76 D
42,00 15,00 8,00 3 0,76 D E
40,00 20,00 7,50 3 0,76 D E
42,00 20,00 6,17 3 0,76 E

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0,05)
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Anexo 8. Test LSD Fisher (DO)

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,00782
Error: 0,0001 gl: 16
FRE Medias n E.E.
40,00 0,16 12 2,6E-03 A
42,00 0,14 12 2,6E-03 B

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,01106
Error: 0,0001 gl: 16
TEMP Medias n E.E.

5,00 0,21 6 3,7E-03 A

10,00 0,16 6 3,7E-03 B

15,00 0,13 6 3,7E-03 C
20,00 0,10 6 3,7E-03 D

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,01564
Error: 0,0001 gl: 16
FRE TEMP Medias n E.E.

40,00 5,00 0,23 3 0,01 A

42,00 5,00 0,18 3 0,01 B

40,00 10,00 0,17 3 0,01 B

42,00 10,00 0,15 3 0,01 C

40,00 15,00 0,14 3 0,01 C D

42,00 15,00 0,12 3 0,01 D

40,00 20,00 0,10 3 0,01 E
42,00 20,00 0,09 3 0,01 F

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0,05)

Anexo 9. Simulacién de curvas de inactivacion ajustados en CurveExpert

08 ]

6% ]

62 ]

Log (UFC/mL)

6% 7]

9% 7]

G T T
0.0 3.7 73 1.0 147 18.3 220

Tiempo (min)

70



o8F

oM

o3t
6M°

692

Log (UFC/mL)

59°

=]
=)
w
~
1
>
>
1
i
g) -
w
N
N

Leyenda: Ay B representan la simulacion de las curvas de inactivacion bajo el modelo de
Gompertz a 40 kHz y 42 kHz respectivamente.
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de Geerard a 40 kHz y 42 kHz respectivamente

Anexo 10. Norma sanitaria de criterios biolégicos de bebidas no

carbonatadas.

'[] Babidas no carbonatadas.

Limite por mL
Agante microbiano Calegeria | Clases n [ m|m| L v
Aerobios meséfilos 2 3 5 2 10 107
Mchos 2 3 5 2 ! L
_evaduras 2 3 2 2 1 10
Coliformes 5 2 i 5 | Q <3 ——

Dénde: n: Numero de unidades de muestra, ¢: Niomero maximo permitido, m:
Limite microbiol6gico que separa la calidad aceptable de lo rechazable y M:

Valores superiores a “M” son inaceptables.

Fuente: DIGESA (2008).
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Anexo 11. Panel fotogréfico de germinacion del maiz, para la produccion
de jora.

Anexo 12. Ensamblaje y acondicionamiento de un fermentador de chicha
de jora.
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Anexo 13. Panel fotografico de chicha de jora tratado con ultrasonido.
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Anexo 15. Panel fotografico de los analisis con microscopio trinocular
adaptado a un ordenador.

Anexo 156. Panel fotografico del analisis de colorimetria.
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